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Beitrage zur Feinstruktur der BakteriengeiBeln 


Von 
H. BRAUN 


Mit 13 Textabbildungen 


(EHingegangen am 9. September 1955) 


Die ersten Beschreibungen der Bakterienorganellen durch Coun (1872), Dat- 
LINGER u. DrysDALE (1875) und Warmrne (1875) in der zweiten Halfte des 
19. Jahrhunderts gaben Anregung zu sehr vielen Untersuchungen. Spater haben 
sich LOrFLeER (1889) und Zerrnow (1899), um nur einige Namen zu nennen, um die 
Darstellung und Farbetechnik sehr verdient gemacht, und REetcHERT (1909) konnte 
die GeiBeln im Dunkelfeldmikroskop zum erstenmal lebend beobachten. 


Durch die von PrypER (1946) aufgestellte Hypothese, daf Flagellen 
keine Bewegungsorgane sondern Schleimfaden seien, die aus langen 
Kettenmolekiilen bestehen, von der Zelloberfliiche abgehen und sich 
zu groBeren Micellen zusammenlagern, hat das Studium der Bakterien- 
geiBeln einen neuen Auftrieb bekommen. 

Die elektronenmikroskopischen Arbeiten von Houwink u. vAN ITERSON (1950), 
welche die Prspmrsche Auffassung kritisieren, konnten zwar die grundlegenden 
Gegensatze nicht beseitigen, trugen aber wesentlich dazu bei, die Kenntnisse tiber 
GeiBeln zu erweitern. Ihre Untersuchungen iiber Flagellenbildung zeigen, daB 
die Organellen aus den Protoplasten herauswachsen, die Zellwand durchqueren 
und allmahlich an Lange und an Zahl zunehmen; bei Schwarmzellen von Proteus 
vulgaris konnte sogar nachgewiesen werden, daB die GeiBeln im Protoplasten mit 
einem Basalkorn von 100 AE Durchmesser enden. 

Uber den feineren Aufbau der Bakteriengeifeln ist bis jetzt nur wenig 
bekannt. In Anbetracht ihres kleinen Durchmessers ist das Auffinden 
feinerer Strukturen im Elektronenmikroskop nur bei Praéparaten mit 
sehr hohem Auflésungsvermégen méglich. Houwryk u. VAN ITERSON 
(1950) beobachteten in ihren GeiBelbildern schwache Andeutungen einer 
Feinstruktur, wahrend Knayst (1951) Flagellen noch als strukturlose 
Fibrillen bezeichnet. De Rosertis u. Francut (1951) geben an Hand 
von Versuchen iiber Trypsineinwirkung auf Bakterien an, daB die Fla- 
gellen aus einem trypsinresistenten Achsenfaden bestehen, welcher von 
zwei Filamenten schraubenartig umwunden ist. Kin Jahr spater fanden 
Srarr u. Wiir1ams (1952) an beweglichen Diphtheriebakterien eine 
schraubige GeiBelstruktur. Es handelte sich um eine dreifach rechts 
gedrehte Spirale, wobei der Abstand einer Periode lings der Geibel- 


achse etwa 50 my betragt. 
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Bei vergleichend morphologischen Untersuchungen verschiedener 
Stiimme von E.coli und Proteus vulgaris konnten wir in den GeiBeln 
mehrfach eine Feinstruktur beobachten, die uns zu eingehenderen 
Studien veranlaBte. 

Es ist bereits seit einigen Jahren bekannt, daB 2. coli zweierlei Or- 
ganellen besitzt, groBe Geifeln, die gern Aggregationen bilden und in 
der Literatur als ,,Riesenzépfe‘ bezeichnet werden, ferner feine, diinne 
Fibrillen, die Houw1mk Fila- 
mente nannte (Abb. 1 u. 2). 
Die GeiBeln von Proteus 
vulgaris sollen nach HoUWINK 
einfache Fibrillen sein, die 
in ihrer Langsrichtung nicht 
mehr gespalten werden 
k6nnen. 


Material und Methode 


Fir unsere Untersuchungen 
%y verwandten wir drei Staémme von 
Abb, lis, Boshertohia eoti@aath Galtala aundis@inriiien aR on, ee ae 

Pt bedampft, Vergr.: 20900:1 Proteus vulgaris. Die Bakterien 
wurden 24 Std lang auf festem 
Nahrboden bei 37°C  bebriitet. 
Nach der LIzBERMEISTERSchen 
Agarfixation wurde ein Agarblock 
umgekehrt aufein befilmtes Deck- 
glas aufgebracht, so daB die 
Bakterien auf den Film auf- 
wachsen konnten. Die Fixierungs- 
mittel — 5° Formalin bei 24- 
und 36 stiindiger Fixierungsdauer 
und OsO,-Pufferlésung bei 15 min 
Fixierungszeit — lieBen wir 
Fee phe Ss ey durch den Agar hindurch diffun- 
. Randzone yon £. coli mit Geigeln und Fibrillen, ‘ieren. Bedampfungsmaterialien 

Pt bedampft, Vergr.: 18000:1 waren Wolframoxyd und Platin. 


Abb. 2 


Beobachtungen an GeiBeln von E.coli und Proteus vulgaris 


Die GeiBeln von H. coli variieren bei den verschiedenen Stiimmen in 
ihrem Durchmesser von 270—340 AE. Bei sehr guten Priiparaten konnten 
wir bei allen drei Staémmen eine schraubige Feinstruktur der Flagellen 
feststellen, die sehr unterschiedliche Ganghéhe zeigen konnte. In Abb. 3 
erscheint die Schraube dreifach rechts gedreht, und der Abstand einer 
Periode langs der GeiBelachse betriigt etwa 640—660 AE. In Abb. 4 
sehen wir die Schraubenstruktur eines anderen Geibelpraparates in sehr 
aufgelockertem Zustand, daB die einzelnen Lingselemente sehr gut zu 
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erkennen sind. Der Durchmesser eines solchen Elementes betragt etwa 
100 AE. Entscheidend fiir den Aufbau der Flagellen aus kleineren Langs- 
einheiten war ferner die Tatsache, da wir in Praparaten sehr oft das 
Austreten kleinerer Fibrillen aus den Flagellen beobachten konnten 
(Abb. 5, 6 u. 7). 


Abb. 3. GeiBeln von Z. coli mit schraubenférmiger Struktur. WO, bedampft, Vergr.: 95 800:1 


Abb. 5. Isolierte GeiBeln von Z. coli mit deutlich Abb. 6. Isolierte GeiBel yon £. coli mit aus- 
austretender Fibrille. Pt bedampft, tretender Fibrille. Pt bedampft, 
Vergr.: 28700:1 Vergr.: 25200:1 


Die Fibrillen von £. coli lassen sich bei sauberer Praparation ebenfalls 
verhaltnismaBig leicht darstellen. In Abb. 1 ist ganz deutlich zu sehen, 
daB sie selbstindige Organellen 
sind und ausdem Bakterienk6rper 
austreten. Wie Abdruckpraparate 
zeigten, sind sie wiber die ganze 
Bakterienoberfliche verteilt. Bei 
allen Stémmen mit ihr Durch- 
messer ungefahr 100 AE. Bei ge- 
nauerem Betrachten zeigen auch Abb. @. ete Geibel oe E. coli mit aus- 
diese Fibrillen eine Feinstruktur, tretenden Fibrillen. Pt bedampft, Vergr.:28700:1 
die besonders deutlich wird, wenn . 
das Beschattungsmaterial ungefiihr im rechten Winkel zur Fibrillenachse 


auftrifft. In Abb. 8 u. 9 sehen wir jeweils eine Randzone von &. coli, aus 
1* 
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der Filamente austreten, die aus kugelférmigen Einheiten bestehen, 
welche perlschnurartig hintereinander aufgereiht sind. Diese Einheiten 
messen in der Fibrillenachse etwa 80—100 AE im Querschnitt. In Abb. 9 
erscheinen die kugelférmigen Kérper etwas abgeflacht und erwecken 
eher den Eindruck einer Schraube 
mit geringer Ganghohe. 


Abb. 8. E.coli mit einzelnen Fibrillen, die perl- Abb. 9. Randzone von £. coli mit austretenden 


schnurartige Struktur zeigen. WO, bedampft, Fibrillen, die Feinstruktur zeigen. Pt bedampft, 
Vergr.: 51100:1 Vergr.: 50400:1 


Die Untersuchungen der GeiBeln von Proteus vulgaris gestalteten sich 
wesentlich einfacher. Die Flagellen, die in viel gréBerer Anzahl als bei 
E. coli vorkommen, sind wesentlich feiner und messen etwa 120 AE im 
Querschnitt. Bei den meisten Priiparaten konnten wir sofort die An- 
deutung einer Feinstruktur sehen, wie wir sie von den Fibrillen von 
E.coli kannten; so in Abb. 10, in der die GeiBeln von Proteus vulgaris 


an vielen Stellen eine Innenstruktur zeigen. Ob es sich dabei um eine 
lineare Aggregation runder Teilchen oder um eine flache Schrauben- 
struktur handelt, lie® sich nicht entscheiden. Feinere Lingselemente 
konnten wir innerhalb dieser GeiBeln nie beobachten. Proteus vulgaris 
zeigt ebenfalls feine Fibrillen (Abb. 11), die sich vom Untergrund gerade 
noch abheben und etwa 80 AE im Querschnitt messen. Eine Struktur 
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ist in diesen Filamenten an manchen Stellen gerade noch angedeutet, 
doch ist hier eine niihere Analyse zu schwierig, da die Fibrillen zu 
kontrastarm sind. 
Besprechung der Ergebnisse 

Aus den Beobachtungen bei Z. coli ergibt sich nun die Frage, ob die 
beiden Organellen, GeiBeln und Fibrillen, in einen niheren Zusammen- 
hang gebracht werden kénnen. Nach Hov- 
WINKs (1950) Ergebnissen ist es ausgeschlossen, 
da es sich bei den Filamenten um junge 
GeiBeln handelt. Die Fibrillen zeigen nicht den 
gewundenen Verlauf der Flagellen, sondern 
machen eher den Eindruck passiver Zell- 
anhange. AuBerdem gibt es Bakterien mit 
_polarer BegeiBelung, die aber trotzdem eine 
peritriche Anordnung der Filamente zeigen. 

Nach den Befunden Houwinxs (1950) er- 
gibt sich ferner, daB die Filamente nur auf- = : 

i é * Abb. 11. Randzonen von Proteus 
treten, wenn die Bakterien auf festem Nahr- — yuigaris mit austretenden GeiBeln 
boden geziichtet werden. Ein gewisser Zu- mee eck eae 
sammenhang zwischen beiden Organellen 
besteht aber insofern, als nur Bakterien mit GeiBeln solche Fibrillen 
hervorbringen konnen. Bei unbegeifelten Formen, die ebenfalls auf 
festem Nahragar_ geziichtet wurden, 
konnten wir in monatelangen Unter- 
suchungen nie solche feinen Fibrillen 
feststellen. Dabei gelang es 6fter, das 
Zusammentreten einzelner Fibrillen zu 
groBeren Einheiten zu beobachten. In 
Abb. 12 befindet sich die Randzone eines 
Colibakteriums mit 100 AE dicken Fibrillen. 
Dabei sieht man deutlich drei von ihnen an 
verschiedenen Stellen in eine GeiBel ein- 
miinden, so daf diese an Durchmesser zu- 
nimmt. An Abb. 13 ist das Zusammentreten 
solcher Filamente abermals zu sehen. Fer- 
ner sind die in Abb. 5, 6 u. 7 gezeigten 
 Fibrillen, die aus den Geifeln austreten, 3 Oe 
weder im Durchmesser noch in der Struk- Abb. 12. Randzone von £. coli mit 

G * austretenden Fibrillen, die sich zu 
tur von den Filamenten verschieden. groBeren Einheiten zusammenlagern. 
Aus diesen Befunden kann manschlieBen, Pt bedampft, Vergr. 30200: 1 

daB die Gei&Beln von Z. coli keine einfachen 
Elemente darstellen, sondern aus Untereinheiten zusammengesetzt 
sind. Die Fibrillen sind ebenfalls selbstandige Organellen und ihre 
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perlschnurartige Struktur ist eine Eigenschaft, die bereits bei vielen 
Elementarfibrillen intra- und extracellular beobachtet wurde. So fanden 
Bessis u. BricKa (1948) derartige Fibrillen im Cytoplasma der Throm- 
bocyten, Leamann (1950) im Cytoplasma der Amébe, Hawn u. 
Porter (1947) im Fibrin, was uns zeigt, daB dem Feinbau der Filamente 
ein Strukturprinzip zugrunde liegt. Fiir das Zustandekommen der 
schraubigen Struktur der GeiBeln bestehen nun zwei Méglichkeiten. Die 
Fibrillenstellen die Bausteine fiir die GeiBeln dar und winden sich umein- 
ander, daB eine Art von Kabel entsteht. Dies wire ein Aufbau ahnlich wie 
bei den Muskelfibrillen. Diese be- 
stehen auch aus 100 bis 200 AE 
dicken Elementarfibrillen, die 
sich, allerdings nur parallel, an- 
einander lagern. Die zweite Még- 
lichkeit besteht darin, da die 
Flagellen und Fibrillen sich von- 
einander unabhangig entwickeln, 
und die GeiBeln etwa nach dem 
Prinzip der Spermien- und 
Spermatozoidenschwanze mit 
Zentralfibrillen und peripheren 
ete A et ae Schraubenfilamenten aufgebaut 
he BSS a ae eas = sind, wie es DE RoBeERTIS u. 
A, 2B ol ik auirendn Hen, Se Fant (1951) bei sporulieren 

bedampft, Vergr.: 28700:1 den aerobischen Bacillws-Arten 

fanden. 

Die GeiBbeln von Proteus vulgaris sind ebenfalls keine strukturlosen 
Anhiinge, sondern zeigen einen noch nicht naher analysierten Feinbau. 
Sie stellen ebenfalls Elementarfibrillen dar, wie es Houwr1nk (1950) 
bereits beschrieben hat. 

Wie die Geifelanalyse von WEIBULL (1948, 1949b) ergab, enthalten 
ihre Proteine praktisch kein Cystin, weisen dafiir aber einen Lysingehalt 
von etwa 8% auf. Dies besagt, daB die Gei®elproteine dem Myosin und 
Actin niher stehen als dem Keratin. Es gelang Wrrputt (1949a) ferner, 
GeiBelproteine auszufillen. Dabei zeigte sich, da die lichtmikroskopisch 
sichtbaren Schraubenfaden sich elektronenmikroskopisch weiter auf- 
lésen liefen und sich aus feinen Fiiden zusammensetzten. Bei den feinen 
GeiBeln von Proteus vulgaris kann es sich nach AstBuRY (1951) nur um 
aufspiralisierte Polypeptidketten oder Schraubenlinien langs eines Mole- 
kiilfadens handeln. 

Auch die réntgenspektroskopischen Befunde von AstBuRY (1950) ver- 
weisen die BakteriengeiBeln zu den Faserproteinen mit reversibel ver- 
iinderlicher Faserperiode, der k-m-e-f-Gruppe. AstBuRY schlieBt aus den 
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Untersuchungen ferner, da die Filamente aus contractilen Makro- 
molekiilen bestehen, die ein Modell fiir alle contractilen Fibrillen dar- 
stellen kénnen. Neuere Deutungen der Réntgendiagramme durch Pav- 
LING (1953) und Pauline u. Corny (1950) ergaben, daB die Verkiirzung 
der Polypeptidketten durch Bildung von Schraubenwindungen ent- 
steht, und da8 sich die einzelnen Fibrillen zu GroBschrauben zusammen- 
drehen kénnen. Da das Problem des Schraubenbaues der Polypeptid- 
ketten noch nicht als endgiiltig gelést angesehen werden kann, kénnen 
weitere Riickschliisse auf die Morphologie der Bakteriengeifeln noch 
nicht gezogen werden. 


Zusammenfassung 


Bei Untersuchungen der Feinstruktur der GeiBeln von £. coli konnte 
festgestellt werden, daB sie keine einfachen Fibrillen darstellen, sondern 
aus Untereinheiten zusammengesetzt sind, die sich schraubig zusammen- 
drehen k6nnen. Die Fibrillen haben einen perlschnurartigen Feinbau. 

Die GeiBeln von Proteus vulgaris sind Fibrillen, die regelmaBige Fein- 
struktur besitzen und nicht mehr weiter unterteilt werden kénnen. Die 
Filamente von Proteus vulgaris waren wegen ihrer Feinheit einer weiteren 
Analyse nicht zuginglich. 


Die Untersuchungen wurden mit dem Siemens-Ubermikroskop (UM 100), 
einer Leihgabe der Deutschen Forschungsgemeinschaft, durchgefihrt. 
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Freie und gebundene Aminosauren 
in knollchentragenden und knélichenfreien Erbsenpflanzen 
verschiedener Altersstadien 


Von 
NORBERT PFENNIG* 


(Eingegangen am 2. Oktober 1955) 


Bei friiheren Stoffwechseluntersuchungen an Strahlenpilzen [Strepto- 
myces spec. (BROCKMANN u. PFENNIG, 1953)]| entstand besonderes Interesse 
am Stickstoff-Umsatz von Mikroorganismen durch die Tatsache, dab 
gréBere Mengen besonders auch stickstorfhaltiger Substanzen (Protein- 
bausteine und verwandte Substanzen) von den Zellen in das Kultur- 
medium abgegeben werden (vgl. auch: DretzeL u. Mitarb. 1950). Zum 
Beispiel ergaben Vorversuche (unver6ffentlicht), dai selbst junge 
Streptomyces-Kulturen, die auf einer Glycerin-Natriumnitrat-Nahr- 
lésung wuchsen, freie Aminosiuren und andere ninhydrinpositive Sub- 
stanzen in die Kulturlésung abgaben. Das Auftreten dieser Stoffe 
lieB die Frage entstehen, ob es sich dabei um regulire Begleiterschei- 
nungen der Proteinsynthese handelt, oder um Stoffwechselstérungen 
durch einseitige Kulturbedingungen (vgl. Foster, 1947), oder aber be- 
reits um Autolyseerscheinungen. Wir hofften, aus einer qualitativen und 
quantitativen Erfassung der betreffenden Substanzen SchluBfolgerungen 
auf die zur Proteinsynthese fiihrenden Vorstufen des Stickstoff-Stoff- 
wechsels und den autolytischen Proteinzerfall ziehen zu kénnen. Die fol- 
genden und spateren Untersuchungen entstanden unter diesem Gesamt- 
aspekt. 

Das allgemeine, groBe Interesse an der Aufkliirung des Chemismus der 
Stickstoffbindung freilebender und symbiontischer Mikroorganismen 
fiihrte auf diesem Gebiet schon viel friiher als bei anderen Mikroorga- 
nismen mit Ausnahme der Hefen zu der Untersuchung frei in den 
Zellen vorkommender und ausgeschiedener Stickstoffverbindungen 
(RrepEL, 1939). 

So liegen gerade iiber die freien und gebundenen Aminosiuren der 
Wurzelknélichen symbiontisch stickstoffbindender Pflanzen zahlreiche 
Arbeiten vor. Die folgenden Analysen an Erbsenpflanzen wurden dennoch 
auf diesem Arbeitsgebiete begonnen, da uns iiber die freien und ge- 
bundenen Aminosiuren (auBer qualitativen Arbeiten) an Piswm sativum 


* Fraulein Dirmut Scuwarz danke ich fiir verstiindnisvolle Assistenz. 
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keine halbquantitative Arbeit bekannt geworden ist. Nach Beginn der 
eigenen Versuche erschien die Ankiindigung vergleichender, halbquanti- 
tativer Untersuchungen an Erbsenpflanzen durch VirtaNen u. Mrer- 
TINEN (1953), deren Veréffentlichung aber bis zum Abschlu8 der eigenen 
Arbeiten nicht aufgefunden werden konnte!. Die Frage nach den Mengen 
der in Frage stehenden Substanzen interessierte insbesondere im Zu- 
sammenhang mit Untersuchungen von RippeL-BaLpes u. Buscu (1954) 
tiber den Gehalt an Nucleinsiuren bei Involutionsformen von Mikro- 
organismen, wobei auch Erbsenknéllchen und kndéllchenfreie Wurzeln 
untersucht wurden. 

Eine eingehende zusammenfassende Darstellung der altesten Literatur 
(bis 1932), auch hinsichtlich freier und gebundener Stickstoffverbin- 
dungen der Wurzelknéllchen bei Leguminosen, geben Frep, BALDWIN u. 
McCoy (1932). Es seien hier kurz einige Ergebnisse wichtiger, altester 
Arbeiten angefiihrt, die mehr aus methodischen Griinden in unserem Zu- 
sammenhang interessieren, obwohl speziell die Erbse — bis auf die 
letzten Jahre — mit am wenigsten bearbeitet worden ist. 

STOKLASA wies bereits 1895 bei quantitativen Analysen tiber Gesamt-N, EiweiB- 
N, Amid-N und Asparagin-N in Knéllchen und kndllchenfreien Wurzeln der gelben 
Lupine zur Bliite- und Fruchtzeit, auf den hohen Gehalt an diesen Substanzen zur 
Bliitezeit hin. 

Bei Gesamt-Stickstoffanalysen an Kndéllchen (mit dem héchsten Protein-N- 
Gehalt), Wurzeln, Stengeln und Blattern von Vicia faba konnte Sant (1910) in 
Knéllchen 1-Asparagin und Glykokoll sicher nachweisen und das Vorhandensein 
von Phenylalanin wahrscheinlich machen. 

Strowp (1921) verglich bei Untersuchungen iiber Gesamt-N-Gehalt, wasserlés- 
liche und in 70%igem Alkohol lésliche N-Fraktionen der Sojabohne die Prozente 
léslichen Stickstoffs als Amino-N, Amid-N und ,,basic-N*‘ in Knéllchen, Wurzeln, 
Stengeln und Blattern und fand in den Kndllchen einen besonders hohen Gehalt 
an ,,basic-N“* (62,2% gegeniiber ~ 20% in den anderen Pflanzenteilen). 

Wozak (1929) verglich (neben anderen Leguminosen) bei 4 und 12 Wochen alten 
Erbsenpflanzen die Gesamt-N-Verteilung (in % Trockensubstanz) in Kndllchen, 


Wurzeln und Kraut. 
VIRTANEN (1927) zeigte, daB eine py-Verschiebung nach dem sauren Gebiet unter 


anderem bei Erbsen einen verminderten Gesamt-N-Gehalt der Knollchen bewirkt, 


1 Die angekiindigte ausfiihrliche Arbeit war mir soeben zuganglich: J. K. 
Miettinen: Free amino acids in the pea plant (Pisum sativum); Ann. Acad. Sci. 
fenn., Ser. A II, Nr. 60, 520 (1955). Im relativen Mengenverhaltnis der dort aus- 
schlieBlich untersuchten freien Aminosduren besteht eine weitgehende Uberein- 
stimmung mit den von mir mitgeteilten Analysen, ebenso darin, da die Knéllehen 
blithender Pflanzen den héchsten Gehalt an freien Aminosduren zeigen. GréBere 
Unterschiede weisen nur die auf Trockensubstanz bezogenen Gesamt-«-Amino- 
stickstoffwerte auf, die von M. ausschlieBlich nach der Fleckenvergleichs- 
methode gewonnen sind. Die Aminostickstoffmengen betragen fiir Knoéllchen nur 
etwa 1/,, fiir Wurzeln und Blatter nur etwa '/, der von mir gefundenen Werte. M. 
gibt noch die Gehalte an einigen Aminen, Peptiden und nicht eiweib-ge- 
bundenen Aminosauren, die Menge freier Aminosiuren 12 Tage alter Pflanzen 
sowie 2 Tage verdunkelt gehaltener bliihender Pflanzen an. 
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Die Literatur der dreiBiger Jahre, die von Ripper (1939) und Burk u. BurRIs 
(1941) eingehend dargestellt ist, brachte hinsichtlich des Problems der léslichen 
Stickstoffverbindungen wichtige Ergebnisse. VirTANEN u. Mitarb. (1936) stellten 
die Ausscheidung freier Aminosiuren aus Leguminosenknéllchen (unter anderem 
Erbse), besonders von Asparaginsaure fest. VIRTANEN u. HavusEN (1931, 1938) 
machten es wahrscheinlich, daB die héhere Pflanze in den GenuB des von den 
Kndllchenbakterien gebundenen Stickstoffs in Form von léslichen Stickstoffver- 
bindungen (Aminosauren) kommt und zunichst nicht durch Verdauung der Bak- 
terien. Zu demselben Ergebnis gelangte Bonp (1937, 1938) — wenn auch nicht un- 
widersprochen (WiLson u. UmBrerrt, 1937) — auf Grund seiner Stickstoffbilanzen 
an Sojabohnen und den cytologischen Befunden anderer Autoren. 

Orcurr (1938) fand bei mit Knéllchen bzw. steril mit NH,NO, kultivierten 
Sojabohnenpflanzen nur unwesentliche Unterschiede, in den Knéllchen aber einen 
erhéhten Gehalt an der ,,basic non amino fraction“: (Arginin), die indirekt oder 
direkt mit der N-Belieferung der Pflanzen in Beziehung stehen sollte. UMBREIT u. ° 
Burris. (1947) untersuchten Sojabohnenknéllchen und in vitro kultivierte Soja- 
Knéllchenbakterien auf verschiedene N-haltige Fraktionen und konnten die Er- 
gebnisse von Strowp (1921) der hohen basischen N-Fraktion bestatigen, indem sie 
20—24% N des Gesamt-N getrockneter bzw. frischer Knéllchen als Arginin fanden. 
Die Kndéllchenbakterien hatten keinen vergleichbar hohen Arginingehalt. 

STEWARD u. STREET (1947) wiesen in einer FuBnote darauf hin, daB die ver- 
teilungschromatographische Methode von ConsDEN, GORDON u. Martrn (1944), die 
bei Pflanzen noch nicht angewandt war, vielversprechend fiir die Entdeckung und 
Analyse von Aminosiiuren sei. Die erste papierchromatographische Arbeit iiber 
freie und gebundene Aminosiuren der Kartoffelknolle (DENT u. Mitarb., 1947) 
erschien noch im gleichen Jahr. Stpwarp u. Mitarb. (1949) fanden als Erste 
y-Aminobuttersiure als Bestandteil der freien Aminosiuren in Pflanzen (THomMPsON 
u. Mitarb., 1953). Empfindlichere und eine vollstiindigere Erfassung erméglichende 
Methoden waren aufgezeigt und mit ihnen griff man iiberall die alten Fragestellungen 
vervollstandigend auf. 

Die zahlreichen, die N-Bindung der Pflanzen und ihren Chemismus behandelnden 
Arbeiten sind zusammenfassend in folgenden Berichten diskutiert: Burris u. 
Witson (1945); Virtanen (1948); WiLson u. Burris (1953); Stewarp u. THomp- 
son (1954). 

Im weiteren sei nun zur Ubersicht kurz auf die tiber Piswm sativum und 
ihre N-Bestandteile erschienenen Arbeiten eingegangen. Einzelheiten aus 
diesen Arbeiten sollen noch bei der Diskussion der eigenen Analysen be- 
sprochen werden. 


VIRTANEN u. TORNIAINEN berichteten 1936 (BuRK u. Burris, 1941) iiber die 
Konzentrationen einer Anzahl von Aminosiuren in getrockneten Erbsenknéllchen. 

Honr (1949 u. 1951) veréffentlichte rein qualitative papierchromatographische 
Untersuchungen der freien Aminosiuren in den Knéllchen und Wurzeln von 
5 Leguminosen-Arten in verschiedenen Altersstadien. Er fand bei Piswm neben 
18 der klassischen Aminosiuren noch 5 unbekannte ninhydrinpositive Substanzen. 
Hydrolysate verschiedener Knéllchenbakterienstamme ergaben keinen Anhalt da- 
fiir, daB die unbekannten Verbindungen direkt aus diesen stammen. 

Sen u. Burma (1954) fanden bei den in 80% igem Alkohol léslichen Aminosauren 
aus den Knéllchen von 4 Leguminosenarten (auch Pisum) eines Altersstadiums 
(4 Wochen) verglichen mit den freien Aminosiuren der Wurzeln steril mit NO,- 
gewachsener Parallelkulturen keine wesentlichen Unterschiede und schlossen daraus, 
da8 das Charakteristische der N-Bindung nicht in den bekannten Aminosiuren- 
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Bestandteilen zum Ausdruck kommt. Sie stellten bei Piswm insgesamt 14 klassische 
und 2 unbekannte Aminosduren fest und gaben diese in 3 Stufen der auf den 
Chromatogrammen erschienenen Fleckenintensititen (wenig, maBig und hoch) an. 


Uber die Aminosaurenzusammensetzung und den Gesamt-N-Gehalt der nach 
Alkoholextraktion hydrolysierten Wurzeln (mit Knéllchen), Stengel, Blatter und 
Friichte von Erbse und Rotklee, sowie steril mit NO,- gezogener Pflanzen berichten 
Nitsson u. Mitarb. (1954). Eine Altersangabe der analysierten Erbsen-Pflanzen- 
teile ist nicht gemacht. Die Erbsenpflanzen hatten in Wurzeln, Blattern und Samen 
etwa eine gleiche Aminosiurenzusammensetzung, ebenso die steril mit NO,- ge- 
zogenen Pflanzen. Letztere enthielten jedoch eine geringere Konzentration der 
Aminosauren. (abgeschatzt auf Grund geringerer Fleckenintensitat der Papier- 
chromatogramme). Merkwiirdigerweise konnten sie neben 13 der klassischen Amino- 
sauren die folgenden in Proteinhydrolysaten verbreiteten Aminosduren nicht auf- 
finden: Cystin, Serin, Threonin, Methionin und Tryptophan. 

VIRTANEN u. MIETTINEN (1953) kiindigten halbquantitative (vergl. dazu Seite 9, 
Anmerkung 1) Untersuchungen iiber die freien Aminosiuren der Erbse zu 
verschiedenen Zeiten an (12, 30, 43 und 61 Tage). Sie brachten einige wesentliche 
Unterschiede der léslichen N-Fraktion zwischen Erbse und Erle; weiterhin einen 
qualitativen Vergleich der freien Aminosiuren in normalen Erbsenpflanzen und 
solchen, die vor den Analysen 2 Tage verdunkelt gehalten wurden. Die Zahl und 
Menge der freien Aminosiuren stieg nach der Verdunkelung besonders in den 
Blattern stark an, was die Verfasser durch Proteinabbau oder aber Hemmung der 
Proteinsynthese zu erkliren suchten. Wahrend Citrullin (0,2—2% der Trocken- 
substanz) nur in der Jéslichen N-Fraktion der Erle vorkam, fand sich Homoserin 
nur bei der Erbse in allen Pflanzenteilen. Das Vorkommen des Homoserins (erste 
Auffindung dieser Aminosaure in héheren Pflanzen) als zweitstarkster Aminosaure 
nach dem Asparagin in den Wurzeln und Kndélichen der Erbse beschrieben noch 
ausfiihrlicher MrrTTInEN, Kart, Motst, ALFTHAN u. VIRTANEN (1953). 

SchlieBlich seien noch 2 Arbeiten von Hypu (1953) erwahnt, tiber verschiedene 
N-Fraktionen in Erbsensamen und Hiilsen (auch freie Aminosiuren) bei 16 ver- 
schiedenen Altersstadien. 


Methodik 


Vorgekeimte griine Erbsen (Markerbse ,,Salzmiinder Edelperle‘‘) wurden Mitte 
Mai im Jahre 1953 und 1954 im Glashaus in Mitscherlich-Topfen auf Sand einge- 
sat (5 Pflanzen je Topf) und mit einem Bodenaufgu8 geimpft. Von Zeit zu Zeit wurde 
mit einer Lésung von 0,1% K,HPO, und 0,1% K,SO, in Leitungswasser (und an- 
fangs bis zum 20. Tag auch mit 0,01% KNOs,) gegossen. 

Erste Ernte von reinen Kndllchen, knéllchenfreien Wurzeln und Blattern in 
jedem Jahre nach 32 Tagen (vor der Bliite, alle Knéllchen noch rotlich gefarbt). 
Zweite Ernte wahrend voller Bliite nach 50 Tagen (nur 1954, ein groBer Teil der 
Kndllchen schon teilweise griinlich verfarbt). Dritte Ernte nach 64 Tagen, nachdem 
bereits Schoten mit jungen Erbsen ausgebildet waren; vereinzelte letzte Bliiten 
tragende Pflanzen wurden mitgeerntet. Die meisten Knéllchen, bis auf ganz kleine, 
waren zu dieser Zeit griin gefarbt. 

Zum Vergleich im Garten aufgezogene Erbsenpflanzen lieBen erkennen, daf die 
Versuchspflanzen der Mrrscuer.icu-Tépfe bei guter Knéllchenbildung doch im 
ganzen als Kiimmerpflanzen angesprochen werden muften, obwohl keine direkten 
Mangelerscheinungen an ihnen zu beobachten waren, bis auf ihr geringeres Langen- 
wachstum, die diinneren Stengel und kleineren Blatter. 

Von jedem zu untersuchenden Pflanzenteil (Knéllchen, Wurzeln, Blatter) wurden 
etwa 10 g Frischgewicht geerntet — ein aliquoter Teil getrocknet (Wassergehalt der 
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Knéllchen 77, der Wurzeln ohne Knéllchen 87, der Blatter 82% +- 2) — und der 
Rest sofort in Alkohol gebracht (Konzentration nach Zugabe der frischen Pflanzen- 
teile 75—80%). Jede Fraktion wurde im Homogenisator (der Firma E. Bihler, 
Tiibingen 1952) in der Kalte 15 min behandelt, abzentrifugiert, der Riickstand aber- 
mals mit 75% igem Alkohol aufgeriihrt und wiederum abzentrifugiert. Beide Alko- 
holextrakte wurden vereinigt, zur Trockene eingeengt, mit Wasser aufgenommen 
und zur Befreiung von in 75% igem Alkohol léslichen Proteinen mit Chloroform im 
Scheidetrichter ausgeschiittelt nach der Methode von Srvae (1934), die auch von 
anderen Autoren erfolgreich angewandt wurde (LrnpaNn u. Work, 1951; Sevae u. 
Mitarb., 1938; Grrr u. Mitarb., 1952). Ebensogut lieB sich dies Protein durch Auf- 
kochen mit Essigsiure ausfallen und so gewinnen. 


Wie die Beispiele KP,, und KP,, der Tab. 4 und deren Aminosaurenanalysen in 
Tab. 5 zeigen, handelt es sich um nicht unbetrachtliche Mengen von in 75% igem 
Alkohol léslichem Protein. Es wurden nur diese beiden Proben des ausgefallten — 
Proteins zur Erginzung mit analysiert. In allen tibrigen Fallen wurde diese Fraktion 
verworfen. Die Blattextrakte wurden durch die Chloroformbehandlung gleichzeitig 
von Chlorophyll und Farbstoffen befreit. Die verbleibende, waBrige Phase wurde 
nach dem Ausschiitteln zur Trockene eingeengt, mit 5 oder 10 ml 30% igem Alkohol 
aufgenommen, mit einem Tropfen 6n HCl versetzt und zur weiteren Analyse in 
10 ml Penicillinflischchen mit GummiverschluB bereitgestellt. 

Ein bestimmter Teil der abzentrifugierten Pflanzenriickstande wurde zur Analyse 
auf Proteinaminosduren mit reichlich 6n Salzsiure und 1—2 ml Amylalkohol 
(StFFERD, 1949) — zur weitgehenden Verhinderung einer Zerstérung der unter den 
Hydrolysenbedingungen empfindlichen Aminosaiuren (vor allem Tryptophan) — 
im Reagenzglas eingeschmolzen und im Wasserbad bei 100° C 24 Std hydrolysiert. 

Nach beendeter Hydrolyse wurde die Salzsiure in einer Abdampfschale auf dem 
Wasserbad abgeraucht, der Riickstand mehrmals mit aqua dest. wieder aufge- 
nommen, zur Trockene eingeengt, in 5 ml 30% igem Alkohol gelést und zur Analyse 
bereitgestellt. 

Die kndéllchenfreien Erbsenpflanzen wurden in wa8riger Nahrlésung nach 
v. D. CRONE aufgezogen und nach 20 Tagen (vor der Bliite) und 40 Tagen (in voller 
Bliite) wie oben bei den anderen Pflanzen beschrieben, aufgearbeitet. 


Um eine halbquantitative Bestimmung der Aminosiuren in Extrakten 
und Hydrolysaten durchfiihren zu kénnen, wurde mit der ,,spot dilution 
method“ nach Poxson u. Mitarb. (1947) gearbeitet, die in ahnlicher Art 
unter anderen auch von LinpDAN u. Work (1951) zur Aminosiiurenanalyse 
von Hefehydrolysaten und spiiter von MiprrineN u. VIRTANEN (1952) 
zur halbquantitativen Aminosiiurenbestimmung in Erlenpflanzenteilen 
angewandt wurde. Diese Autoren geben eine Fehlerbreite der Methode 
von 30% an, in einigen Fallen jedoch von — 50% und + 100%. Zu etwa 
dem gleichen Ergebnis gelangten wir auch bei unseren Versuchen, wenn 
wir wie folgt vorgingen: 

Fiir eindimensionale absteigende Papierchromatogramme in Butanol-Kisessig- 
Wasser (40 : 10 : 50) wurden genau bestimmte, steigende Mengen der zu unter- 
suchenden Lésungen in etwa 5 Stufen von je drei- und fiinffacher Konzentration 
nebeneinander aufgetragen und auf dasselbe Chromatogramm (Papier Schleicher u. 
Schiill 2043b Mgl.) ebensolche Konzentrationsstufen einer Testaminosiurenlésung 


bekannten Gehalts. Das Auftragen geschah aus eigens volumengeeichten Schmelz- 
punktcapillaren unter dem warmen Luftstrom eines Astron-HeiBluftventilators. 
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Die durch Vergleich der FleckengréBe bei den verschiedenen Konzentrationen 
gefundenen Mengen an Aminosauren wurden tabelliert. Da eindimensional nicht 
alle Aminosiuren zu trennen waren, wurden in zweidimensionalen Durchlauf- 
Chromatogrammen (60 x 58cm) mit dem Lésungsmittelpaar Butanol-Eisessig, 
«-Picolin-Eisessig (Prmnnic, 1954) die Aminosauren endgiiltig bestimmt (je Probe 
1—2 Parallelen) und die Mengenanteile zweier eindimensional nicht getrennter 
Aminosaéuren aus den zweidimensionalen Chromatogrammen geschatzt und tabel- 
liert. In schwierigen Fallen muBte die Identifizierung durch Zusatz von Test- 
aminoséuren zum Chromatogramm des Extraktes sichergestellt werden. 

Bei der Verwendung von «-Picolin-Eisessig als zweiter Dimension kam es eine 
Zeitlang vor, da die Chromatogramme nach Entwicklung mit Ninhydrin sich total 
violett farbten und dann nicht zu verwerten waren. Diesem Umstand konnte da- 
durch erfolgreich begegnet werden, da8 die Chromatogramme vor dem Bespriihen 
mit Ninhydrin 10min im Autoklav in strémenden Dampf eingehangt wurden. 
Offenbar handelte es sich also um mit Wasserdampf fliichtige, ninhydrinpositive 
Substanzen, die als Begleitstoffe im. Picolin enthalten waren. 

Das Entwickeln der Chromatogramme mit essigsaurer 0,2%iger butanolischer 
Ninhydrinlésung geschah bei Zimmertemperatur iiber 24 Std und anschlieBendem 
Nachentwickeln bei 40—60° C. AuBer der Entwicklung mit Ninhydrin wurden noch 
folgende weitere, spezielle Nachweisreaktionen zur Sicherung angewendet: 

Cystein-Cystin Nachweis mit Natriumazid-Jod-Reagenz nach CHARGAFF u. 
Mitarb. (1948). — Sakaguchi-Reaktion auf Arginin nach Tursa (1954). — Prebe 
auf Oxyprolin und Prolin mit Folin-Reagens nach Giri u. NAGABHUSHANAM (1952) 
und Isatin nach Smrrx (1953). — Tryptophanreaktion mit EnRiicus-Reagens nach 
CRAMER 2. Aufl. (1953). — Probe auf nicht «-Aminosiuren nach Worwoop u. Proom 
(1950). — Probe auf N-Methyl-aminosauren nach PLaTrner u. Nacur (1948). 


Leider stand uns keine Testsubstanz von Homoserin zur Verfiigung. 
Wir miissen aber annehmen, da das Homoserin, welches in groBer Menge 
in Kndéllchen, Wurzeln und Stengeln von Piswm vorhanden sein soll 
(MieTTInen, Karr, Motst u. VIRTANEN, 1953), in unserem Loésungsmittel- 
paar fast den gleichen R/-Wert wie Threonin hatte, woraus sich dann die 
so groB gefundenen Mengen fiir ,,Threonin“ erklaren. Der Versuch, mit 
einem anderen Lésungsmittelsystem nach Morrison (1953) unseren 
,»»Threoninfleck‘‘ aufzuspalten, verlief negativ. 

Es wurde darauf verzichtet, iiber die Zahl der in der Tab. 5 aufge- 
fiihrten klassischen Aminosiuren, die als Testaminosiuren zur Ver- 
fiigung standen, hinaus noch weitere, in den Chromatogrammen auf- 
tretende, sehr schwache, ninhydrinpositive Flecke zu registrieren, da 
keine Méglichkeit zur Identifizierung bestand, und mehr Wert auf die 
halbquantitative Erfassung der bekannten Aminoséuren gelegt wurde. 

Ebenso wurde keine Bestimmung freien Ammoniaks vorgenommen. Hinige 
Autoren wiesen darauf hin, daB der Ammoniak-Gehalt verschiedener Leguminosen 
in allen Teilen derart gering ist, daB man ihn vernachlissigen kann. 

Zur Kontrolle der halbquantitativen Bestimmung der Kinzelamino- 
siuren wurde auGerdem der Gehalt an «-Amino-N in aliquoten Teilen 
der Extrakte und Hydrolysate nach der Methode von VAN SLYKE u, 
Mitarb. (1941) in der Form der , Mikroanalyse‘‘ (1—-0,15 mg «-Amino-N) 
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bei px 2,5 festgestellt. Auf diese Weise konnte die Summe der in be- 
stimmten Volumen halbquantitativ erfaBten Aminosdéuren auf den 
quantitativ gefundenen Wert umgerechnet werden und damit auch die 
Mengen der Einzelaminosiuren zum genau ermittelten Gesamtgehalt in 
eine richtige Beziehung gebracht werden. Von jeder Probe wurden min- 
destens drei Einzelbestimmungen gemacht, die eine Schwankungsbreite 
von maximal + 2% hatten. 


Syne (1951) wandte bei Loliwm perenne erfolgreich die vaN SuyKEsche Methode 
an, die vorher wohl nur noch von NEUBERGER u. SANGER (1942) bei N-Unter- 
suchungen an Kartoffeln verwendet worden ist. Die von SyNncE beschriebenen 
Schwierigkeiten traten in unseren Versuchen nicht auf. 


Tabelle 1 
' Einwaage | Kjeldahl-Gesamt- | Aus dem Gesamt- 
von 15 Aminosauren * N-Bestimmung in ml stickstoffwert berechnete 
(je ~ 20 mg) auf 50 cm* | Testlésung | Menge Aminosduren 
| 
72,6 mg 10 72,7 mg 
5 73,3 mg 
1 reinst Bayer. 
Tabelle 2 


Einwaage von 15 Mit der quantitativen «-Amino-N-Bestimmungsmethode 


reigks : nach VAN SLYKE u. Mitarb. gefundene Werte bei Ver- maximaler 
(je Seeui hares em:| Wendung von 1, 2 und 3cm? der Testlésung (Werte auf Fehler 
50 cm® umgerechnet) * 
| | | 
1 em’ 2 em? 3 cm’ 
72,6 m / 74,4. m | 73,6 mg 74,1 m | +2,5% 
g | £ g 


! reinst Bayer. 


* Jeder Wert ist Mittelwert aus 4 Kinzelbestimmungen mit einer Schwankungs- 
breite von + 2%. 


Ferner wurde die sehr empfindliche «-Amino-N-Bestimmungsmethode 
von PopE u. STEVENS (1939) in ihrer verbesserten Form nach SPrEer u. 
PASCHER (1954) angewendet. BARTON-Wriagut (1949) wandte die Methode 
von Porr und SrEvens zur %-Amino-N-Bestimmung in Bierwiirze an. 

Da es sich bei den Extrakten und Hydrolysaten nicht um reine oder hochge- 
reinigte Aminosiurenmischungen handelte, sondern alle in biologischem Material 
vorkommenden Bestandteile mehr oder weniger darin sein konnten, war von vorn- 
herein klar, daB mit der Kupfer-Komplexmethode keine absoluten Ergebnisse er- 
zielt werden konnten, da méglicherweise auch andere Substanzen als Aminosauren 
in den untersuchten Materialien mit Kupfer Komplexe ergeben konnten. Trotzdem 
wurde die Methode vergleichsweise zur Kinarbeitung mitverwendet. Es wurden von 
jeder Probe 4 Kinzelwerte gemessen; die maximale Schwankungsbreite betrug -+ 3%: 

Beide quantitativen «-Amino-N-Bestimmungsmethoden wurden vor 
ihrer Anwendung auf Extrakte und Hydrolysate an Lésungen folgender 
15 Testaminosaduren (reinst!, Bayer) ausgetestet, die zu je 20 mg in einer 
Testlésung eingewogen waren: Lysin-mono-HCl, Prolin, Valin, Tyrosin, 
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Phenylalanin, Leucin, Methionin, Glykokoll, Serin, «-Alanin, Arginin- 
mono-HCl, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Isoleucin, Threonin. Die 
Faktoren fiir die Umrechnung auf ~%-Amino-N oder Gesamt-(Kjeldahl)-N 
wurden auf 9,1 («-Amino-N) und 7,8 (Gesamt-N) berechnet. Die zur 
Kontrolle durchgefiihrte Kjeldahl-Gesamt-N-Bestimmung ergab eine 
gute Ubereinstimmung (Tab. 1 und 2). 

Die Kupfer-Komplex-Methode in ihrer Uberarbeitung nach Sprer u. 
PASCHER ergab an der Testaminosaurenlésung im Bereich von 10—85 y 
Kupfer eine sehr gute Ubereinstimmung mit der Theorie (Tab. 3). 


Tabelle 3. Berechnete wnd experimentell gefundene Mengen Kupfer mit der quanti- 
tativen «-Amino-N-Bestimmungsmethode nach Spiur und PascHEr mit steigenden 
Mengen einer Aminosduren-Testlésung bestimmten Gehalts 


eee | experimentell 
Probe Nr. | geet peaa oe ete Menge 
| Cu in y? 
1. | 14,6 | 3,6 | 2,5 
2. 29,2 732 | 6,0 
oe 58,4 14,4 | 14,0 
4. 87,6 | 21,5 21,0 
5. 116,8 28,7 29,0 
6. 146,0 35,9 36,0 
the 175,2 43,0 43,0 
8. 204,4 | 50,2 50,0 
9. 233,6 57,4 56,5 
10.. 262,8 | 64,6 63,5 
11. ! 292,0 71,8 70,5 
12: 321.2 78,9 77,5 
VS: 350,4 86,1 84,5 
14. 379,6 93,3 90,5 
15. 408,8 100,5 98,0 
16. 438,0 107,6 102,5 


1 Diese Werte sind Mittelwerte aus 2 Versuchsserien, wobei in jeder Serie jede 
Probe mit Parallele angesetzt war. Die Schwankungsbreite der 4 Einzelbestim- 
mungen betrug maximal etwa + 3%. 

Sprer u. PASCHER diskutierten auch in ihrer Arbeit, daBi bei Vorliegen eines 
Aminosauren-Gemisches das stéchiometrische N/Cu-Verhiltnis (0,44) weitgehend 
gewahrt sein kann, da ,,das Cu-Kation sich seine Liganden so auswahlen kann, dah 
die normale Koordinationszahl 4 im statistischen Mittel erhalten bleibt‘. 


Ergebnisse 
a) Die «-Aminostickstoff-Bestummungen 
In Tab. 4 sind die Gesamt-x-Amino-N-Bestimmungen der Extrakte 
und Hydrolysate (umgerechnet auf 100 mg Pflanzentrockensubstanz) 
zusammengestellt. Die mehr oder weniger stark abweichenden Werte der 
Kupfer-Komplex-Methode wurden in Klammern mit bes sean Sie 
zeigen, wie vermutet, daB die Methode bei nicht weitgehend remen 
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Aminosiiurengemischen unkontrollierbare Schwankungen ergeben kann. 
Hier mag erwihnt sein, da® die mit der halbquantitativen Methode nach 
Potson ermittelten Aminosiurenmengen umgerechnet auf Gesamt-«- 
Amino-N (hier nicht wiedergegeben) erstaunlich gut tibereinstimmten 
mit den nach vaN SLYKE u. Mitarb. (1941) gewonnenen quantitativen 
Ergebnissen. 


Tabelle 4. x-Aminostickstoff-Bestimmungen 


Extrakte (freie Aminosiiuren) Hydrolysate (Protein-Aminosiuren) 
mg «-Amino-Stickstoff in mg «-Amino-Stickstoff in 
100 mg Trockensubstanz 100 mg Trockensubstanz 
Prob 

Pe ae <2 ie etn (nach SPIER SEP NA + oppress (nach SPIER ~ 

a Mio ale ee SpE Eg be le ate: 
; l 

ie 1953 034 | (0,38) |, | 1953} 2.5 | (2,0) 

a2 | «(1954 0,32 | (0,34) 2. | 1954} 2,0 (1,3) 
Ky | 1954 | 0,84 (0,3) Ries clad ee (2,2) 
K | 1953 | 0,26 (0,17) K | 1953 1,8 (0,92) 

64 1954 | 0,28 (0,33) 64 | «1954 2,0 (1,45) 
% 1953 | 0,32 (0,25) 7 1953 12 (1,2) 

32 1954 0,30 (0,31) $3 | 1954} 1,0 | (0,81) 
W; 1954 0,28 (0,21) Wso | 1954 1,0 0,68) 

0 
“f 1953 020° | = “1 1953 | 0,6 — 

64 1954 | 0,19 | (0,17) 68 1954. | 0,5 (1,0) 
*Wo) | 1954 0,16 (0,16) | *Wy | 1954 1,0 (0,52) 
*W,. | 1954 | 0,14 | (0,2) *Way | 1954 0,63 (0,5) 
fe 1953 0,36 oo “ 1953 9,1 (2,2) 

32 1954 0,35 (0,38) 32 | :1954. 2,0 (1,2) 
Bi 1954 0,34 (0,36) | Bs | 1954 1 a Mean § Be 
B 1953 0,25 (0,35) B 1953 1,9 (1,9) 

64 1954 | 0,21 (0,25) sa | 1954 LiGie. ea 
*B., | 1954 0,22 (0,3) *Poi } 10Re be OP a a 
* Bao | 1954 0,17 / (0,1) “Bao 1954 1,75 (1,4) 

KP, | 1954 0,26 (0,26) 
KPo, | 1954 0,08 (0,08) 


K = Extrakt oder Hydrolysat aus Kndéllchensubstanz. W = Extrakt oder Hy-' 
drolysat aus knéllchenfreier Wurzelsubstanz. B = Extrakt oder Hydrolysat aus 
Blattsubstanz. KP = in 75% igem Alkohol lésliches Protein aus dem Kndéllchen- 
extrakt. Der Zahlenindex gibt das Wachstumsalter der Pflanze vom Tag der Aus- 
saat an. 

' Jeder Wert ist Mittelwert aus mindestens 3 Kinzelbestimmungen mit einer 
Schwankungsbreite von maximal + 2%. 

® Jeder Wert ist Mittelwert von mindestens 2 Kinzelbestimmungen aus 2 Par- 
allelen. Die Schwankungsbreite der 4 Einzelwerte betrug maximal etwa + 3%. 

* Knollchenfrei aufgezogene Pflanzen. 


Ks seien zunichst die Aminostickstoffwerte der Hydrolysate be- 
sprochen. Dabei mu beriicksichtigt werden, daB einmal die alkohol- 
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ldslichen Proteine nicht in die Zahlen mit eingegangen sind und zum 
anderen N-Verluste bei der Hydrolyse durch Melaninbildung entstanden 
sein werden. Nach Tab. 4 hatten die Kndllchen gegeniiber den Blattern 
einen etwas hdheren, gegeniiber den von Kndllchen befreiten Wurzeln 
jedoch einen bedeutend erhéhten EiweiRgehalt. Die Abnahme des Amino- 
stickstoffs gegen das Alter hin erklart sich aus einem prozentual erhdhten 
Geriistsubstanzgehalt des Pflanzenmaterials. 

Die kndlichenfrei aufgezogenen Pflanzen zeigen im Protein-Amino- 
stickstoffgehalt der Wurzeln und Blatter keinen wesentlichen Unter- 
schied zu den knéllchentragenden Parallelen. Diese Werte der Tab. 4 
stimmen gut zusammen mit den etwas hdher liegenden Gesamtstick- 
stoffwerten alkoholextrahierter, knéllchentragender Wurzeln und Blatter, 
die Niztsson u. Mitarb. (1954) angaben. Da bei ihnen Knéllchen und 
Wurzeln nicht getrennt sind, liegt ihr Gesamtstickstoffwert unter dem 
der Blatter, was sich in unserem Falle ebenso ergeben wiirde. Auch 
fanden diese Autoren in den knéllchenfrei gezogenen Pflanzen weniger 
Protein-Aminosduren als in den knéllchentragenden. 

Die Aminostickstoffwerte der Extrakte (freie Aminosiuren) von 
Knollchen und Blattern sind auffallend ahnlich, was zunichst nicht er- 
wartet wurde. [Z. B. fanden MIETTINEN u. VIRTANEN (1952) in den aller- 
dings auch in anderer Hinsicht stark abweichenden Erlenkndéllchen (Vor- 
kommen von viel Citrullin, Arginin, Ornithin) die Konzentration der 
freien Aminosduren fiinfmal so groB wie in der iibrigen Pflanze.| Den 
hdchsten Gehalt an freien Aminosauren zeigen die 32 Tage alten Blatter, 
etwas tiber dem der Kndllchen liegend. In den alteren Stadien sind die 
Gehalte etwa gleich, um dann nach 64 Tagen in den Kndllchen hoher als 
in den Blattern zu sein. Auffallig ist der hohe Gehalt an freien Amino- 
sduren der Wurzeln von knéllchentragenden Pflanzen einerseits im Ver- 
gleich zu den kndllchenfrei gezogenen, andererseits aber auch gegenitiber 
dem EiweiB-N-Gehalt der Wurzeln. Wahrend sich die EiweiB-N-Werte 
der Kndéllchen-Pflanzen von denen der knéllchenfreien nur wenig unter- 
scheiden, liegen die Werte fiir die freien Aminosaéuren in Wurzeln und 
Blattern der knéllchenfreien Pflanzen weit unter denjenigen der kndll- 
chentragenden. Es kénnte sein, da dies ausschlieBlich durch die ver- 
schiedenen Kulturbedingungen bewirkt wurde, da ja die kndllchentreien 
Pflanzen in Wasserkulturen und nicht in Sand gezogen waren. 

Auf Grund allgemeiner Befunde (vgl. auch Kuspr, 1955) hatte man 
erwartet, daB der Gesamtgehalt an freien Aminosduren bei den jungen 
Pflanzen am geringsten sei und dann gegen das Alter hin ansteigen wiirde. 
Vielleicht hatte sich ein solcher Anstieg noch ergeben, wenn noch weitere 
Pflanzen in einem spateren Wachstumsstadium untersucht worden waren. 

Die Menge des alkoholléslichen «-Amino-Protein-N aus Knéllehen 


betrigt bei den jungen Pflanzen etwa 10% des Gehaltes der restlichen 
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EiweiBe. Bei den 64 Tage alten Pflanzen hat diese Fraktion stark abge- 
nommen. Auffallend gut ist bei diesen (in reiner Form isolierten und dann 
hydrolysierten) EiweiBen die Ubereinstimmung der quantitativen Werte 
der Kupfer-Komplexmethode mit denen nach VAN SLYKE. 


Tabelle 5. 
Proben: 

(Indices vergl. Anm. Tab. 4) Kus Keo Kes Was | Wee ee | 

1. Cystin a, pickle : ; 

QOL SiN. wet wil ieee x x / / / 

3. Histidin : : : : 

4 ATE INI sya ce elle ones / x - / / 

DS wASparaginivee arene rs HHH KX dedi f SC RCC I bea x 

| x X x XX 

63/Glutamin Wy 2882s x x x x / / x / 

7. Asparaginsiure . . . | xx ao oo oO % * 

8: Glutaminsiure: “7 pstulpoascss pea pest kee pas is MCT & poste og okie Nae 

OA lant ica ee agit in eee x xX xX x x x x x 
10. B-Alanin . ... . / / / 
11. «-Aminobuttersaiure : 
12. y-Aminobuttersiure . mx ex x / % 
WS4Glykokoll, ye. ioe os SS oT ne x x x Xx 
UE Rog Sy iah evn bien om cumelies e hem xx | XxX Ex es <x x 
15. Threonin I xxx | xxx | xxx x 

END 
+ Homoserin . } x xX xx O O ts 

16. Oxyprolin <a . , . . : 
Uy PCOUD ME cee: oii ere / / : x 
18#Valin apie. Haat x x eX xo De x x 
19. Methionin Oat 
ZO yrosiny Weed. jutiel 6 lvleries/ : x 
21. Tryptophan. ... . ° : x 
22. Phenylalanin . .. . . / / 
23. SOG CLONE cl oa) ier 
24. Leucin . siet 3 oo * / = as 
25. Hexosamin . .... | 


b) Die freien und gebundenen Aminosiuren 


Die Tabellen 5 und 6 geben die umgerechneten Ergebnisse der papier- 
chromatographischen Untersuchungen wieder. Jeder halbquantitative 
Wert einer Aminosiure ist gebildet aus den tabellierten Werten von 
mindestens drei Chromatogrammen jeder Probe (auch mit verschiedenen 
Substanzmengen) in jedem Jahre und dann umgerechnet in y- Amino- 
siuren auf 10mg Pflanzentrockensubstanz. Es bestand die Ab- 
sicht, nicht nur einen relativen Vergleich zwischen den Mengen der 
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einzelnen Aminosauren zu erméglichen, sondern etwa den Gehalt an einer 
Aminosaure der untersuchten Fraktionen in einer bestimmten Menge 
Trockensubstanz anzugeben. Dadurch wurden auch die Mengen freier ce 
gebundener einzelner Aminosauren direkt vergleichbar. Da die Uberein- 


Die freien Aminostiuren 


a a ee 
, Mengen in 


kn.-frei | kn.-frei Penelagsi |) hs : | 
Wao Woo Bap Bso Bos bah frei aes me! Signatur 
By substanz | 
x / / ~ / / 
/ / / / 
xx XX x x x x xx xx xxx | x 
x x 
x x x x / x xX 
x x x ex x xX x xX x x x fehlt 
NOx SS ee EEX COX x xx | xx Spur bis 5 | / 
x x ISS SEK OES xx x x as 5—10 x 
/ ; : ; : E 10—20 ad 
: : ; co 4 20—30 x X Xx 
sax x x / 30—50 a xnxx 
x oe xs SOx x x 50—70 | SEE Se 
> Naeger pen xeX x x pies 
. xxx x xX 
Ke OO Re eT SCC OS San SO | x Chae At eS, 
: : : 90—110 O 
. x x x if / / |100—120; ©Ox~x 
/ a x x x x x | 120—140"" Ox x x 
: 130—160| Ox x x x 
/ 150—180| Oxxx 
/ x Xx 
/ / 170—200| Oxxx 
. x x xX 
xx x / / | 
iiber 200 OO 


stimmung der Werte aus dem Jahre 1953 mit denen von 1954 recht gut 
war, wurden die Ergebnisse der beiden Jahre in einer Tabelle vereint. 


Um nun einerseits der relativ groBen Fehlerbreite der halbquantita- 
tiven Methode Rechnung zu tragen, andererseits aber auch die durch die 
zablreichen Einzelbestimmungen (mindestens 6) gefundenen Werte in 
ihrer vermeinten Unterschiedlichkeit einigermafen herauskommen zu 
lassen, wurden zur Mengenangabe die Signaturen verwendet, deren 


Wertigkeit rechts in der Tabelle angegeben ist. 
2* 
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Die Analysenergebnisse tiber die freien Aminoséuren der drei Alters- 
stadien erforderten auf Grund ihrer Unterschiedlichkeit eine gesamte 
Darstellung. Hinsichtlich der gebundenen Aminosauren, die zunadchst in 
der gleichen Ausfihrlichkeit tabelliert waren, erschien die Darstellung aller 
Analysen (drei Altersstadien) iiberfliissig, da abgesehen von der Gesamt- 
Abnahme des Protein-x-Amino-N die Unterschiede zwischen den Mengen 
der Einzelaminosiuren innerhalb der Fehlerbreite der halbquantitativen 
Methode lagen. Wir haben daher die Angaben der Analysen auf die 32 
Tage alten Pflanzen beschrinkt. Fiir die anderen Stadien ergabe sich eine 
prozentuale Erniedrigung der Einzelaminosiiuren auf Grund der Ge- 
samtanalysen nach VAN SLYKE. 


1. Die freien Aminosauren (Tab. 5) 

v. In den Knéllchen: In allen drei Altersstadien waren Asparagin, 
Threonin‘* und Glutaminsiure am starksten vertreten. Auf Grund der 
Untersuchungen von MrerrinEN u. Mitarb. (1953) miissen wir, wie oben 
schon erwihnt, erginzen, daf es sich bei der von uns nur als ,,Threonin*‘ 
(-Amino-/-oxybuttersaure) identifizierten, in groBer Menge vorhandenen 
Aminosiure zum gr6B8ten Teil um Homoserin (%-Amino-y-oxybutter- 
siure) gehandelt haben mu. Es handelt sich um isomere Substanzen, 
und daher liegen die Rf-Werte der beiden Aminosiauren wohl sehr dicht 
beieinander. 

Homoserin wurde bereits 1948 von Tras u. Mitarb. in Versuchen an Neurospora 
crassa-Mutanten als Vorliufer von Threonin und Methionin erkannt und spater von 
Teas (1950) und SHEmin (1920) als Kuppelungspartner mit Cystein zu Cystathion 
beschrieben, welches dann weiter der Bildung von Serin, Homocystein baw. Meth- 
ionin den Ursprung gibt. Damit war das Homoserin als wichtige Zwischenstufe des 
Aminosiiurenstoffwechsels erkannt. Als EiweiBbaustein wurde es nicht aufgefunden. 

Der Gebalt an Glutamin betrug gegeniiber dem des Asparagins etwa 
nur ein Fiinftel. Somit wiesen die von uns untersuchten Pflanzen das 
gleiche Verhiiltnis dieser Amide auf, wie es auch von VIRTANEN u. Mter- 
TINEN (1953) beschrieben wurde. Mengenmafbig zwischen den etwa gleich 
stark vertretenen Aminosiiuren: Asparaginsiiure, Glykokoll, Serin, 
(Threonin), Valin und Leucin/Isoleucin stehen nur «-Alanin und — im 
mittleren Wachstumsstadium — y-Aminobuttersiure. 

Wie Asparaginsiiure gegentiber dem Asparagin mengenmaBig zuriick- 
tritt, so tritt umgekehrt Glutamin gegeniiber der Glutaminsaure stirker 
zuriick, Nach StewarD u. THompson (1954) soll Asparagin mehr das N- 
Vorratsprodukt des Proteinabbaus sein, Glutamin dagegen enger mit der 
Stoffwechselaktivitaét der jungen Zellen und den Bedingungen der Pro- 
teinsynthese verbunden sein. (Man vergleiche auch Srrwarp u. Mitarb., 
1954). Zu einem aihnlichen Ergebnis kam auch KxseEr (1955), die freie 
und gebundene Aminosiuren von fiinf verschiedenen Pflanzen unter- 
suchte. Sie fand in meristematischen Geweben besonders viel Glutamin 
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und wenig Asparagin, dagegen in ausdifferenzierten ein umgekehrtes Ver- 
haltnis. 

Man ist danach versucht, aus den Verhialtnissen der freien Amino- 
sduren der Erbsenknéllchen zu vermuten, daB das Asparagin unter 
anderem eine derjenigen Stickstoffverbindungen darstellt, durch die von 
den Knollchenbakterien gebundener Stickstoff an die Pflanze abgegeben 
wird. 

Auf Grund zahlreicher Untersuchungen soll Asparaginséure (baw. Asparagin) 
erst durch Transaminierung mit primar entstehender Glutaminsiure (reduktive 
Aminierung von Ketoglutarsiure; ALDER u. Mitarb., 1938) gebildet werden. So 
wurde mit isotopem Stickstoff (1°N) gezeigt (Zetrrcu u. Mitarb., 1951, 1952; Burris 
u. Wirson, 1946; Macer, 1953), daB bei symbiontischen und frei lebenden Stick- 
stoff-bindenden Mikroorganismen Glutaminsaure schon nach kiirzester Zeit die 
Aminosiure mit dem héchsten Isotopengehalt ist. Dieser wird durch Transami- 
nierung allmahlich auf andere Aminosauren verteilt. VIRTANEN u. Mitarb. (1948) 
haben aber noch eine direkte Bildung der Asparaginsiure aus Oxalessigsiure und 
NH,OH, sowie aus Fumarsiure + NH, (mit Aspartase) diskutiert. 

Nach den Aminodicarbonsiuren und ihren Amiden tritt «-Alanin 
mengenmakig mit am meisten als freie Aminosiure auf. Unter anderem 
beschreiben dies fiir Blatter von Lolium perenne SYNGE (1951), fiir Soja- 
bohnenkn6éllchen ZEtrro# u. Mitarb. (1952) und fiir zwei Tage verdunkelte 
Erbsenpflanzen VIRTANEN u. MIETTINEN (1953). Katine (1955a) zahlt in 
seinen N-Stoffwechsel-Arbeiten an Endomycopsis vernalis «-Alanin, auf 
Grund seines schnellen und reichlichen Auftretens, mit zu den ,,Grund- 
aminosiuren‘‘, was neuerdings auch in den zusammenfassenden Arbeiten 
von VIRTANEN (1955) und WEBSTER (1955) angefitthrt wurde. 

Die Grundaminosiuren werden aus den im Kohlenhydratstoffwechsel ent- 
stehenden homologen Ketosiuren durch reduktive Aminierung gebildet, wahrend 
die tibrigen Aminosauren durch Transaminierung mit den Grundaminosiuren syn- 
thetisiert werden. Bei «-Alanin steht jedoch noch offen, ob es durch direkte 


Aminierung von Brenztraubenséure entstehen kann, oder ob sein schnelles Auf- 
treten durch eine bevorzugte Transaminierung mit der sicher direkt gebildeten 


- Glutaminsaure bedingt ist. 

y-Aminobuttersiure (in héheren Pflanzen zuerst gefunden durch 
OxuNUKI, 1937) hat mit ihrer ersten papierchromatographischen Identi- 
fizierung in Extrakten aus héheren Pflanzen durch STEWARD u. Mitarb. 
(1949) besonderes Interesse gefunden (THompson u. Mitarb., 1953). Als 
Decarboxylierungsprodukt und Transaminierungspartner der Glutamin- 
siure spielt sie gerade unter den freien Aminosiiuren eine wesentliche 
Rolle (vgl. Karine, 1955c). 

Avciair u. Maurats (1952) geben fiir Piswm sativum (ganze Pflanzen) 
einen Gehalt von 1,1°% y-Aminobuttersiure der Trockensubstanz an. Nach 
unseren Untersuchungen wiirden Knéllchen und Blatter etwa 0,2% y- 
Aminobuttersiure enthalten, eine Menge, die auch in dieser Hohe aller- 
dings in den Knéllchen der Erle von MrerrrneN u. VIRTANEN (1953) 
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gefunden wurde. In einem Nebenversuch fanden wir, dal der Gehalt an 
y-Aminobuttersiure auf Kosten der freien Glutaminsaure stark ansteigt, 
wenn die Pflanzen vor der Aufarbeitung lange liegen bzw. getrocknet 
werden. Dies ist auf eine stark einseitige Glutaminsiiuredecarboxylase- 
titigkeit bei einsetzender Autolyse zurtickzufihren. 

Sen u. Burma (1954) geben von freien Aminosiuren aus Erbsen- 
knéllchen fiir B-Alanin eine den Aminodicarbonsiuren vergleichbar hohe 
Menge an, ein Befund, den wir bei unseren Versuchen nicht bestitigen 
konnten. Als Decarboxylierungsprodukt der Asparaginsiiure wurde f- 
Alanin bei Leguminosen bereits 1936 von VIRTANEN u. Larne beschrieben. 

In geringen Mengen fanden wir in den Knéllchenextrakten noch Lysin, 
Arginin, Prolin, Tyrosin, (Tryptophan) und Phenylalanin, die letzteren 
drei am stirksten in den 64 Tage alten Knéllchen, sicherlich als frei ge- 
wordene Proteinbausteine bereits zerfallender Knéllchenbakterien. 

Wahrend SEN u. Burma ('954) keine Spur von Lysin und Arginin in Kndllchen- 
extrakten finden konnten, sind bei Hunt (1951) diese Aminosiuren mit Frage- 
zeichen eingetragen. Sie sollen nach VIRTANEN u. MIETTINEN (1953) besonders nach 
Verdunkelung der Pflanzen auftreten (in den Blattern?). 

Histidin wurde unter den freien Aminosiiuren bei Erbsen auch von 
anderen Autoren bisher nie gefunden, ebensowenig wie Oxyprolin und 
Methionin. Dagegen zeigte Hunt (1951) das Vorkommen von Cystin in 
seinen Knéllchenextrakten an. Oxyprolin wurde von Keser (1955) jetzt 
als Bestandteil des Chloroplasten-EiweiBes verschiedener Pflanzen, unter 
anderem Vicia faba, festgestellt. Im Cytoplasmaeiweif soll es fehlen. Eben- 
so wie Hunt (1951) konnten wir keine «-Aminobuttersiure in unseren 
Extrakten nachweisen, obwohl Sen u. Burma (1954) mit Asparagin- 
siure vergleichbare Mengen gefunden haben. 

Hinsichtlich des ,,Arginin‘‘-Gehaltes unterscheidet sich die lésliche 
N-Fraktion der Erbsenknéllchen von der der Sojabohnenknéllchen und 
Bohnen. 


So wiesen als erster Srrowp (1921), spaiter ORcurT (1937) und noch eingehender 
Umprerr u. Burts (1938) auf den hohen Gehalt an ,,basic non amino-fraction™ 
(Arginin) der Sojabohnenextrakte hin. Spiter allerdings sollte es nicht Arginin, 
sondern ein Ureid sein (BuRK u. Burris, 1941). ZeLrrcn u. Mitarb. (1952) arbeiteten 
mit !°N-Markierung, fraktionierten an Ionenaustauschern sowohl die lésliche 
wie die Protein-N-Fraktion (nach Hydrolyse) und fanden in Protein neben Glu- 
taminsiure und Asparaginsiure hohe Gehalte an Arginin und Lysin. Uber die 
Konzentrationen der in 4n HCl (!) léslichen Aminosauren sind keine Angaben ge- 
macht; es sind nur die Atom-Prozente von tiberschiissigem ™N wiedergegeben. 
RADHAKRISHNAN u. VAIDYANATHAN (1954) fanden in alkoholischen Extrakten von 
(allerdings getrockneten!) Phaseolus radiatus-Samen unter den freien Amino- 


séuren Arginin. 

B. Knollchenfreie Wurzeln (der knéllchentragenden 
Pflanzen). In der quantitativen Zusammensetzung der freien Amino- 
siuren der Wurzeln und der Knéllchen— qualitativ bestehen keine wesent- 
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lichen Unterschiede — fallt eine gewisse Konzentrationsverschiebung 
auf: Homoserin zusammen mit Threonin sind prozentual am stirksten 
vertreten, Asparagin an zweiter Stelle, jedoch nur bei den 32 Tage alten 
Pflanzen, um dann den Platz mit der Glutaminsiure zu tauschen, die 
nicht so stark abnimmt. «-Alanin tritt in der Konzentration sogar noch 
hinter Glykokoll und Serin zuriick, dann folgen Asparaginsiure, Valin, 
Leucin/Isoleucin und y-Aminobuttersaure und schlieBlich Spuren von 
Lysin, Arginin, 6-Alanin und Prolin (bei 50 Tagen). Tyrosin, Tryptophan 
und Phenylalanin wurden in Ubereinstimmung mit Hunv (1949) nicht 
gefunden, ebenso auch nicht die in den Kndllchen fehlenden freien Amino- 
sauren. 

Eine weitgehende Parallelitat zu diesem Befund gibt die Zusammen- 
setzung bei den knéllchenfrei aufgezogenen Pflanzen und zwar 
auch hinsichtlich der starken Abnahme bei den alteren Pflanzen. y- 
Aminobuttersiure, Prolin und Leucin/Isoleucin wurden hier jedoch nicht 
gefunden. 

y. Blatter der knéllechentragenden Pflanzen. Hier fand sich 
ein hoher Gehalt an freien Aminosiuren. Es fallt besonders gegeniiber den 
Wurzeln auf, daB die Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen 
Komponenten nicht so ausgeprigt sind. «-Alanin, Glutaminsiure und 
Homoserin (zusammen mit Threonin) zeigen die hédchsten Konzen- 
trationen, etwa in der GréS8enordnung wie in den Kndllchen. Asparagin 
ist erstaunlicherweise nur etwa in der Menge von Glykokoll, Serin, Valin 
und Leucin vorhanden. Glutamin, y-Aminobuttersaure und Prolin zeigen 
nach 50 Tagen ahnliche Mengenverhaltnisse. 

Ebenso wie in den Kndllchen sind in geringer Menge vorhanden Lysin, 
Arginin, Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin, hier jedoch nach 32 
und 50 Tagen, wahrend sie nach 64 Tagen nicht mehr nachweisbar 
waren. f 

Die Blatter der knéllchenfrei gezogenen Pflanzen mit durch- 
weg geringerem Gehalt an freien Aminosiuren haben nach 20 Tagen 
einen viel héheren Asparagingehalt als die der knéllchentragenden. Sie 
wiesen ebenso wie die Wurzeln dieser Pflanzen keine y-Aminobuttersaiure 
auf und Prolin und Leucin/Isoleucin nur in geringster Menge. Arginin 
konnte hier nicht gefunden werden. 


2. Die Protein-Aminosauren (Tab. 6) 

Wir sind uns dessen bewuft, daB die Totalhydrolyse alkohol-extra- 
hierten Pflanzenmaterials eine sehr rohe und nur in geringem Mafse aut- 
schluBreiche Methode ist. Einmal, weil durch das gleichzeitige Vorhanden- 
sein nicht eiweiBartiger Stoffe unkontrollierbare Verluste einzelner 
Komponenten auftreten, zum anderen, weil ja das Gesamtprotein der 
lebenden Zellen sich aus vielen Protein-, Proteid- und Polypeptid- 
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Tabelle 6. Die Aminosduren der Eiweif-H ydrolysate 
; 
Proben: en Wa kn.-frei BS kn.-frei KP, | K P, } 


1. Cystin 
2. Lysin . 


3. Histidin 


SD 1 


. Arginin . 


. Asparagin! 
. Glutamin* 


7. Asparaginsaure. 


. Glutaminsaure . 


. #-Alanin 


Rj ierN Ebrhiay SR). RRS 
. «-Aminobuttersadure 
. y-Aminobuttersaure 


13. Glykokoll . 


25. 


. Serin . 


. Threonin 


. Oxyprolin . 


. Prolin. 
. Valin’. 


- Methionin . 
. Tyrosin . 
. Tryptophan . 


. Phenylalanin 
. Isoleucin 


. Leucin 


Hexosamin 


Cre 


x X 


CyxEX 


xx / 
xxx xxx 
xx xx 
xxx xXx 
XxxXxXx] XXX 
x x 
xxx | xxx 
x x xx 
xxx xxx 
xX xX x xXx 
xxx x xX xX 
XK NEX Oa MeO 

| 

| 
xxx x XX 
xxx xxx 
xxx xxx 
Sake xx 
Dt 3 Ease all See See 


xX XX xX X>d 


x X X x XX X 
xX X 
/ / 
Xx XXX|XXXX 
xX XX xX X 
x xX X X XX XX 
| 
xXXX |XX XxX 
x XX xX XX 
xX X X X 
xX X x 


‘Im Hydrolysat natiirlich nicht vorhanden. 


‘Obes 
Ca) eS 


xX X X 
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x X 


| Oxxxx 


RARE 


x XX 
xX xX 


x XX X 


4 
x x xX x 
’ 
xxx f 
4 
fe 
xox i 
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sf} 
| 
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x xXx x KK 
KX x 
j q 
aber x 
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aes / 
Mex / 
¢ 
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x x 
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komponenten zusammensetzt, die getrennt analysiert sicherlich auf- 
schluBreichere Resultate ergeben kénnten. 


Nun liegen aber in der Literatur der letzten Jahre zahlreiche papier- 
chromatographische Aminosdurenanalysen solcher Totalhydrolysate von 
hoheren und niederen Pflanzen vor und wurden auch schon mit Ge- 
winn aufschluBreiche Teilergebnisse verglichen (vgl. Luaa, 1949, und 
STEWARD u. THoMPson, 1954). In unserem Falle war der Hauptgesichts- 
punkt einen Vergleich der Konzentrationen der freien und Proteinamino- 
sduren zu erméglichen. Es hat sich immer wieder gezeigt, daB die ver- 
schiedenen héheren und niederen pflanzlichen Gewebe im ganzen quali- 
tativ aber auch weitgehend quantitativ eine sehr Ahnliche Zusammen- 
setzung haben (Luaa, 1949), worin zum Ausdruck kommt, daB sich die 
aktive Lebenstitigkeit — abgesehen von dem Grade morphologischer 
Differenziertheit — auf der Verbindung einer nahezu konstanten Zahl 
von Grundelementen entfaltet. VIRTANEN u. Dr Lary (1948) sowie Luce 
(1949) kamen auf Grund von Proteinanalysen von Mikroorganismen, die 
stark unterschiedliche Stickstoffversorgung erhielten, zu dem Ergebnis, 
da der gréBte Teil des ZelleiweiBes Enzymeiweif sei, und daB deshalb 
auf dessen — hauptsachlich wohl quantitative — Zusammensetzung 
Enzymadaptationen einen groBen EinfluB haben wiirden. 


Ein Vergleich der Protein-Aminosaurenspektren in Tab. 6 der Kndll- 
chen und der Wurzeln und Blatter knéllchentragender bzw. knéllchen- 
freier Erbsenpflanzen zeigt, abgesehen von den schon in Tab. 4 zum Aus- 
druck gekommenen quantitativen Gesamtunterschieden, eine weitgehende 
Ubereinstimmung. 


Nach Glutaminsiure und «-Alanin weisen Glykokoll, Serin, Lysin, 
Arginin, Asparaginsiure, Valin und Leucin die héchsten Gehalte auf. 
Dann folgen neben Threonin die cyclischen Aminosauren Prolin, ‘Tyrosin, 
Tryptophan und Phenylalanin. Histidin, Oxyprolin und Isoleucin sind 
schwicher vertreten; schlieBlich sind es noch Cystin, Methionin, Hexos- 
amin und in einem Falle bei Blattern f-Alanin. «-Aminobuttersiure 
konnte weder unter den freien Aminosauren, noch in der Protein- 


Fraktion gefunden werden. 


Allgemeine Diskussion 

Beim Vergleich der freien Aminosiuren mit denen der Hydrolysate 
fallt auf, daB abgesehen von den Amiden der Dicarbonsauren, dem Homo- 
serin, der y-Aminobuttersaure und dem f-Alanin, die nur unter den 
freien Aminosiuren gefunden werden, die iibrigen freien Aminosduren 
relativ in ahnlichen Mengenverhaltnissen vertreten sind wie in den Pro- 
teinhydrolysaten. Doch weichen die cyclischen Aminosdéuren davon ab 
und schwicher auch Lysin und Arginin. 
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Obgleich man heute schon vieles tiber die Biosynthese der einzelnen 
Aminosiuren weiB, ist man doch noch verschiedener Ansicht tiber die 
Bedeutung der freien Aminosiuren im Stoffwechselgeschehen. Zwei 
wesentliche Aspekte seien genannt: Einmal kann man mit den zahl- 
reichen Untersuchungen von GALE (1953) sowie HALVORSON u. SPIEGEL- 
MAN (1953) inden freien Aminosauren der Zelle ein Baustein-Reservoir bzw. 
Vorlaufer fiir die Proteinsynthese erkennen. Andererseits halten STEWARD 
u. THompson (1954) auf Grund anderer Untersuchungen die freien 
Aminosiuren mehr fiir Abbau- und Vorratsprodukte als Intermediar- 
produkte der Proteinsynthese, die schlecht dazu geeignet waren, direkt 
die zur Proteinsynthese benétigten Aminosiiuren abzugeben. Nach ihnen 
wird der Stickstoff fiir die Proteinsynthese durch Glutaminsiure und 
Glutamin bereitgestellt, da diese am schnellsten verarbeitet werden. Sie 
fiihren weiterhin an, da8 ja unter den freien Aminosiuren solche sind, 
die gar nicht als Proteinbausteine erscheinen und kommen dann zu dem 
SchluB, daB die Proteinsynthese keine einfache Kombination der freien 
Aminosauren ist. 


Man kann unbedingt damit tibereinstimmen, daB das letztere nicht 
der Fall ist, wenngleich damit noch nicht gesagt ist, dai nicht doch ein 
Reservoir freier Aminosiuren den Ausgangspunkt fiir die Proteinsynthese 
bildet. Im 75% igen Alkohol-Extrakt bekommt man notwendig alle 
freien Aminosiiuren zusammen. Es kénnte aber sein, daB sie in dieser Zu- 
sammensetzung gar nicht vereint in der Zelle lokalisiert sind (etwa im 
Zellsaft), sondern dafB sie aus verschiedenen Plasmaregionen der lebenden 
Substanz stammen (eine Annahme, die vielleicht auch schon von anderen 
Autoren geiiuBert worden ist’). Eine Anzahl von Aminosiuren kénnte 
aus deren Bildungszentren selbst stammen — unter ihnen waren dann 
die nur frei vorkommenden, als Intermediirprodukte zu betrachtenden 
zu suchen — eine andere Gruppe aus Regionen primirer Proteinsynthese. 
Dariber hinaus sind unter den freien Aminosiuren ganz sicher auch die- 
jenigen zu finden, die iiberall in den Zellen aus dem steten Um- und Ab- 
bau der Kiweife frei werden und als freie wiederum zum Aufbau ver- 
wendet werden, wie dies ja in Versuchen von GALE u. Foikss (1953) mit 
markierter Glutaminsiure nachgewiesen ist. 


Dies alles wiirde also besagen, dai man iiber ,,die freién Aminosiuren‘‘ 
der Zelle in summa keine eindeutige Entscheidung fallen kann, sondern 
dah man es mit einer Sammelfraktion aus verschiedenen Aktivitits- 
bereichen der Zelle zu tun hat. 


Dieser Aspekt fiihrte unter anderem dazu, die freien und gebundenen 
Aminosauren (in Mycel und Kulturmedium) im Verlaufe der Wachstums- 
periode eines Mikroorganismus (Streptomyces spec.) vergleichend zu 
untersuchen, da sich da ja viel besser als bei der héheren Pflanze die 
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Stoffwechsel-Eigentiimlichkeiten nacheinander in den verschiedenen 
Wachstumsphasen darstellen. Diese spiter eingehender darzustellenden 
Untersuchungen ergaben unter anderem, daB der gegen Ende der Wachs- 
tumsperiode einsetzende Proteinzerfall die Zahl und Menge der freien 
Aminosauren charakteristisch verschiebt, indem besonders die basischen 
und cyclischen Aminosiuren und Leucin/Isoleucin mengenmibig stark 
zunehmen. Diese Aminosiuren treten ja gerade als freie starker zuriick 
wahrend der Zeit der intensiven Zellvermehrung. Die Fraktion der freien 
Aminosauren im Kulturfiltrat wird am Ende des Wachstums in ihrer Zu- 
sammensetzung zundchst einem Proteinhydrolysat ahnlicher. In dem 
Falle, daB die Pflanze in den Genuf des von den Knéllchenbakterien ge- 
bundenen Stickstoffs nur durch Verdauung der Bakterioiden kime, 
sollte man die Zusammensetzung der freien Aminosaurenfraktion der- 
jenigen ahnlicher finden, wie sie beim autolytischen Proteinzerfall eines 
Organismus gefunden werden kann. 

In gesamtbiologischer Hinsicht hat man stets festgestellt, da8 zur 
Symbiose befahigte Pflanzen, wenn sie mit ihren Symbionten zusammen- 
wuchsen, den besseren Allgemeinbefund aufwiesen und héhere Ertraige 
ergaben. Andererseits sind fast alle Untersucher freier und gebundener 
Aminosauren bei symbiontisch stickstoffbindenden Pflanzen zu dem Er- 
gebnis gekommen (vgl. auch WiLson u. UmBREIT, 1937; Bonp, 1938), 
da® keine wesentlichen Unterschiede festzustellen waren (innerhalb der 
beiden Fraktionen) zwischen diesen Pflanzen und jenen, die ohne Knoll- 
chen mit gebundenem Stickstoff gezogen wurden. Dies kénnte darauf 
hindeuten, da der Proze der Verarbeitung gebundenen Stickstoffs 
(z. B. NO,—) méglicherweise schon in den Wurzeln der Pflanze zu N-Stoff- 
wechselprodukten fiihrt, die denjenigen weitgehend gleichen, die von den 
stickstoffbindenden Symbionten an die Pflanze abgegeben werden. 

Nachdem in den letzten Jahren sich die Befunde dafiir gehaiuft haben, 
da unter anderem auch z. B. Mikroorganismen neben den in ihrem Zell- 
inneren lokalisiert gedachten Stoffwechselaktivitiaten eine ,,auBere Stoff- 
wechselregion’’ (RorustEtn, 1954; Karine, 1955b; Rippre u. Mitarb., 
1938) besitzen, mdchte man sich mit VIRTANEN (1953) die Prozesse im 
Inneren der Knéllchen so vorstellen, daB ,,sich die Stickstoffbindu g an 
den Oberflichen der Bakterioiden abspielt, die etwa als eine Art ,ruhende* 
Zellen aufzufassen wiren‘‘. RrpPEL-BALDES (1955) hat meiner Meinung 
nach sehr treffend das symbiontische Verhaltnis im ganzen als eine Art 
,,Domestikation“‘ der Bakterien von Seiten der Wirtspflanze dargestellt. 
Witson u. Umpreir (1937) weisen auf Grund ihrer und der Unter- 
suchungen von Bonn (1937) besonders hin auf die ,,harmonische Re- 
gelung des Stickstoff-Haushaltes der Pflanzen‘, die eben nicht nur bei 
Zufuhr gebundenen Stickstoffs (NO,-), sondern auch in Symbiose mit 
den N-bindenden Mikroorganismen festzustellen ist. 
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Selbst die zu beobachtende Zersetzung und Resorption der Bakterio- 
iden gegen das Ende der Vegetationszeit miiBte nicht unbedingt fiir 
einen Parasitismus der Pflanze auf den Kndllchenbakterien sprechen, 
da ja in den Kndllchen wieder reichlich iiberlebende, stabchenformige 
Bakterien auftreten, die spiter den Boden mit infektionstiichtigen 
Kndéllchenbakterien bereichern (RippEL-BALDES, 1955). Man k6énnte 
diesen Proze® vielleicht eher mit der Resorption eines groBen Teils des 
Eiweifes aus den Blattern der im Herbst das Laub abwerfenden Pflanzen 
vergleichen, wenn man nach einer Analogie suchen will. 


Herrn Prof. Dr. A. Riepet danke ich fr das stete Interesse an der Arbeit und 
die Durchsicht des Manuskripts. — Die Arbeit wurde auszefiihrt mit Mitteln der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft, fiir deren Bereitstellung vielmals gedankt sei. 


Zusammenfassung 


Die mit 75°%igem Alkohol extrahierbaren Aminosiuren und Amide 
aus 32, 50 und 64 Tage alten Kndéllchen, knéllchenfreien Wurzeln und 
Blattern von Erbsenpflanzen wurden halbquantitativ papierchromato- 
graphisch bestimmt; ebenso nach Hydrolyse die Proteinaminosauren der 
extrahierten Pflanzenriickstiinde. Vergleichend dazu wurden knéllchen- 
frei mit NO,~ gezogene Erbsenpflanzen nach 20 und 40 Tagen ebenso 
untersucht. Zur Sicherung der halbquantitativen Werte wurden die Ge- 
samt-«-Amino-N-Gehalte der Extrakte und Hydrolysate nach van 
Styke bestimmt. 


Die Analysen werden auf Grund der Literatur besprochen und mit den 
Ergebnissen anderer Autoren verglichen. 


Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der freien Amino- 
siurenfraktion wird als eine Stiitze fiir die Meinung angesehen, daB der 
von den Kndéllchenbakterien gebundene Stickstoff zunichst nicht durch 
Verdauung, sondern durch eine Abscheidung seitens der Bakterioiden 
fiir die Pflanze nutzbar wird. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn) 


Hemmwirkungen von PflanzenpreBsiiften 
auf das Tetrazolreduktionsvermégen von Bacterium coli 


Von 
BERND STILLE 


(Hingegangen am 6. Oktober 1955) 


Der therapeutische Wert zahlreicher Heilpflanzen beruht einerseits auf 
einem direkten EinfluB8 dieser Drogen auf den erkrankten Organismus 
oder einzelne Organe (Reizwirkungen, Zufuhr verschiedenartiger Mangel- 
stoffe usw.) und andererseits auf einer indirekten Einwirkung, indem 
pathogene Mikroorganismen innerhalb des erkrankten Korpers in ihrer 
Weiterentwicklung entweder gehemmt oder sogar abgetétet werden. 
Dabei kénnen natiirlich beide Wirkungsweisen unter Umstaénden eng 
miteinander verkniipft sein. 

Der Nachweis, die mikrobiologische Austestung und die kausalbegriindete 
medizinische Anwendung keimtétender Pflanzenstoffe sind keineswegs erst neueren 
Datums, da bereits Ropmrt Kocu und nach ihm zahlreiche namhafte Bakterio- 
logen exakte Versuche in dieser Richtung unternahmen. Obgleich es in der Alteren 
Literatur nicht an leicht zugiinglichen Zusammenfassungen dieser grundlegenden 
Befunde fehlt (z. B. Boxorny, 1913), finden sie in den spateren zahllosen Arbeiten, 
die ahnliche Probleme verfolgen, leider keine gebiihrende Eeriicksichtigung, so daB 
der Eindruck entstehen kann, es handele sich bei der Erforschung pflanzlicher 
Antibiotica um ein dem Prinzip nach nezerschlossenes Arbeitsgebiet. 


Seit der Einfiihrung des Penicillins in die therapeutische Medizin setzte allerdings 
eine planmaBige, breitangelegte Suche nach antibiotisch wirksamen Pflanzenextrakten 
bzw. Pflanzenstoffen ein. Uber die Ergebnisse dieser neueren Periode, in der die 
Untersuchungen von OsBorn (1943), ATKINSON u. RArNsForD (1946), Hayes (1946), 
SPENCER u. Mitarb. (1947), CARLSON u. Doveras (1948), Bispop u. MacDonaLp 
(1951), FReERKSEN u. BOnicKE (1950/51), WinTER u. Mitarb. (zahlreiche Mit- 
teilungen seit 1951) sowie MapDsEN u. Patzs (1952) an fiihrender Stelle stehen, hat 
kirzlich F. A. Skinner (1955) eingehend berichtet. Die Literaturarbeit von 
SKINNER enthalt gleichzeitig eine Zusammenstellung der wichtigsten bisher ge- 
brauchlichen Methoden zur Wirksamkeitsbestimmung pflanzlicher Antibictica. 

Gemeinsam ist diesen Testmethoden, daB sie durchweg die Ver- 
wendung steriler Pflanzenextrakte, unter deren Kinwirkung die Kultur 
der Testmikroben auf geeigneten Nahrbdden oder in Nahrlésungen er- 
folgt, voraussetzen. Dabei ist allerdings zu bedenken, daB die pflanz- 
lichen Hemmstoffe wihrend der langeren Versuchsdauer, insbesondere 
unter dem Einflu8 héherer Bruttemperaturen, gegebenenfalls eine Beein- 
trichtigung ihrer urspriinglichen Wirksamkeit erleiden konnen, als deren 


Folge durch das Kulturverfahren Ergebnisse erzielt werden, die unter 
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Umstinden nur einen stark verzerrten Einblick in die stoffliche Aus- 
einandersetzung zwischen der héheren Pflanze und dem angreifenden 
Bakterium gestatten. 


Von der Tatsache ausgehend, da zahlreiche Mikroorganismenarten befahigt 
sind, wahrend ihrer Wachstumsphase Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zu For- 
mazan zu reduzieren, wobei sie eine intensive Rotfarbung annehmen, entwickelten 
WaLLHAusseR u. RrepeL-BaLpes (1950) einen Schnelltest zum direkten Nachweis 
antibiotischer Wechselwirkungen zwischen Mikroorganismen auf festen Nahrbéden 
(Diffusionsplatten). AnschlieBend berichtete WALLHAUSSER (1951) tiber die Kignung 
des Tetrazoltestes zur Wertbestimmung von Antibiotica und Desinfektionsmitteln ; 
kennzeichnend in methodischer Hinsicht fiir dieses Verfahren ist, daB die in Nahr- 
lésungen suspendierten Testkeime gestaffelten Konzentrationen der zu priifenden 
Substanzen ausgesetzt werden, um nach anschlieBender Zugabe von TTC die durch 
die Giftstoffe verursachten Schadigungseffekte — entsprechend der geringeren oder 
ausbleibenden Formazanbildung (= verminderte bzw. fehlende Rotfarbung) — 
zu ermitteln. Auch die Hitzetoleranz von Mikroorganismen la8t sich in ahnlicher 
Weise mit Hilfe des Tetrazoltestes nachweisen, da die Zellen mit Eintritt des Hitze- 
todes gleichzeitig auch ihr Formazanbildungsvermégen verlieren (STILLE, 1953). 


Es war daher naheliegend, zur Untersuchung der Hemmwirkungen 
von PflanzenpreBsiften auf Mikroorganismen ebenfalls den Tetrazoltest 
heranzuziehen. Abgesehen von der raschen und einfachen Handhabung 
(Verwendung nichtsteriler PreBsiifte!) ergab sich hierdurch insbesondere 
die Méglichkeit, den EinfluB der PreBsafte auf die Testkeime unmittelbar 
nach ihrer Gewinnung festzustellen und Wirksamkeitsveranderungen, 
wie sie wiihrend der Bebriitung beim Kulturverfahren eintreten kénnen, 
weitgehend zu vermeiden. 


Material und Methode 


Die Versuche wurden ausschlieBlich mit PreBsiften aus gesunden, vollergriinten 
Blattern der verschiedenen Pflanzenarten durchgefiihrt. Die Siafte wurden mit 
Hilfe einer hydraulischen Presse in unverdiinnter Form gewonnen und dann nach 
kurzem Kinfrieren bei — 5 bis — 8° C und anschlieBendem Auftauen durch Zentri- 
fugieren geklirt. Die weitere Verdiinnung erfolgte mit physiologischer Kochsalz- 
lésung. Dann wurden von der Ausgangskonzentration und jeder weiteren Ver- 
diinnungsstufe je 5 cm’ in Reagensgliser iibertragen und mit je 5 em* einer milchig- 
triiben, 24 Std alten Bouillonkultur von Bacterium coli, die bei 28° C gewachsen 
war, vermengt. Auf diese Weise wurden von den Prefsaften endgiiltige Verdiinnun- 
gen von 1/2 bis zu 1,256 ihrer urspriinglichen Konzentration erreicht. Da die PreB- 
sifte einiger Pflanzenarten eine erhebliche, die Versuche stérende HKigenfiirbung 
aufwiesen, wurde bei ihnen auf die Auswertung der starksten Konzentrationsstufen 
verzichtet. Die Kontrollréhrehen enthielten ebenfalls 5 em? Coli-Suspension, doch 


wurde bei ihnen der PilanzenpreBsaft durch 5 em? physiologische Kochsalzlésung 
ersetzt. 


Die Versuchsréhrchen verblieben nach dem Ansetzen zunichst 1 Std lang im 
Brutschrank bei 28° C; dann wurde ihnen je 1 em® einer 1% igen waBrigen Lésung 
von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zugesetat, so daB die endgiiltige TTC- 
Konzentration innerhalb der Gemische annihernd 0,1% betrug. Nach einem 
2stiindigen weiteren Aufenthalt bei 28° C wurde die Intensitat der Rotfarbung der 
verschiedenen Gemische vergleichend ermittelt. 
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Ergebnisse 

Der Kintlu8 der verdiinnten PflanzenpreBsafte auf das Tetrazol- 
reduktionsvermégen von Bacteriwm coli ist in nachstehender Tab. 1 zu- 
sammengefaBt. Kine volle Auspragung der Formazanbildung innerhalb 
der Bakteriensuspensionen, wie sie beispielsweise in den Kontrollréhrchen 
ohne Zusatz von PreBsaften zu beobachten war, ist durch + + + wieder- 
gegeben, und die Zwischenstufen sind entsprechend der Abnahme der 
Intensitat der Rotfiirbung bis zu deren vélligem Erléschen durch folgendes 
Bewertungsschema gekennzeichnet : 
+++ maximale Rotfarbung der Bakteriensuspension; ++(+) intensive, nur ge- 
ringfiigig abgeschwachte Rotfarbung; ++ noch kraftige, jedoch deutlich vermin- 
derte Rotfairbung; +(+) maBige bis mittelstarke Rotfarbung; + schwache, aber 
noch deutliche Rotfarbung; (+) geringfiigige Andeutung einer Rotfarbung; 0 keine 
Rotfarbung ; = keine Auswertung wegen stérender Higenfarbe des PtlanzenpreBsaftes. 
_ Aus der Ubersicht geht hervor, daB simtliche in die Untersuchungen 
einbezogenen PflanzenpreBsifte in den starkeren Konzentrationen — 
zum ‘Teil aber auch noch in erheblicher Verdiinnung — eine deutliche 
Hemmwirkung auf das TTC-Reduktionsvermégen von Bact. coli aus- 
tiben. Die Mehrzahl von ihnen bewirkt bei der Konzentrationsstufe 1/2 
eine vollstandige Hemmung, so da8 innerhalb der Bakteriensuspension 
jegliche Formazanbildung unterbleibt. Eine Ausnahme bei dieser Stufe 
bilden lediglich die Ansatze mit PreBsaiften von Hordeum sativum, Tri- 
ticum vulgare, Allium cepa, mit einer schwach angedeuteten, und von 
Beta vulgaris, mit einer maBigen Rotfarbung. 

Bci der Konzentrationsstufe 1/4 andert sich das Bild nur geringfiigig ; 
auch dort iiben die meisten PreBsafte noch eine vollstaéndige Hemm- 
wirkung aus, und nur die Ansatze mit PreBsiften von Secale cereale, 
Avena sativa und Primula sinensis lassen — auBer den bereits an- 
gefiihrten Pflanzenarten — eine geringfiigige bis mittelstarke Formazan- 
bildung erkennen. 

Bei der Stufe 1/8 beginnt dann auch eine schwache Rotfarbung in den 

Ansitzen mit PreBsiften von Brassica oleracea, Phaseolus vulgaris, 
Pisum sativum und Medicago sativa, wahrend die tibrigen Ansitze noch 
ungefarbt bleiben. 
In der Verdiinnung 1/16 bewirken die PreBsafte von Quercus Robur. 
Populus nigra, Aesculus Hippocastanum, Pelargonium grandiflorum, 
Tulipa spec., Solanum Lycopersicum und Nicotiana Tabacum noch eine 
vollstindige Hemmung der Formazanbildung; auch einzelne Ansatze 
mit Solanum tuberosum und Linum usitatissimum bleiben bei dieser Ver- 
diinnung noch farblos. 

Den starksten Einflu8 tiben die PreBsifte von Aesculus Hippocastanum 
und ‘Tulipa spec. aus: sie unterdriicken das TTC-Reduktionsvermégen 
von Bact. coli noch bei einer Verdiinnung von 1/32 restlos. 


oh 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 >) 


34 B. STILue: 


Sobald bei den einzelnen PreBsiften jene Verdiinnungsgrenze, bei der 
die Formazanbildung innerhalb der Bakteriensuspensionen noch voll- 
kommen unterbunden wird, iiberschritten ist, ]4Bt sich auch bei den 


Tabelle 1. Hemmwirkung verschiedener PflanzenpreBsdfte 
in abgestuften Konzentrationen auf das T'TC-Reduktionsvermégen von Bacterium coli 


PreBsaftkonzentration 
Versuchspflanze 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 
Quercus Robur = = 0 ied Wie ol Ge 8 Mitie des sAte fe ce  Ga Bc ga 
Populus nigra. . rhed| puke 0 0 0 Sr a he alga treet Pope 
Aesculus Hippocastanum | = = 0 0 0 | +(+) aS eer ae 
Malus silvestris . — 0 0 se +(+) seSF tsa aa 
Pirus communis. . = 0 0 (+) oh ++ +4+ }/++4+4+ 
Solanum tuberosum a) 0 0 0 (+) os +(+) | +4+(4+))+++4+ 
Solanum tuberosum b) 0 0 0 0 Ae +(+) ++ |++44 
Solanum tuberosum c) 0 0 0 (+) + +(+) | +4+(4)! +++ 
Solanum tuberosum d) 0 0 0 0 (+) (+) ++ [+44 
Solanum Lycopersicum .| 0 0 0 0 + +(+) | ++(4+)} +++ 
Nicotiana Tabacum 0 0 0 0 (+) +(+) | 4+(+)} +++ 
Hordeum sativum Gray Er Gry a(S etme cee epee poe Ser Sern SR oe 
Triticum vulgare. (+) | + ++ |[+4+4+]4+4++) +++ | +44 [444+ 
Secale cereale . 0 + ++ |+4++y)+++] +44 | +++ [44+ 
Avena sativa 0 + ++ |+++]4+++] +44 | +44 |4+44 
Zea Mays + | +(+)) ++(4+)) +++) +++] +44 | +44 | 444 
Allium cepa. (+) + +(+) | t+ [+++] +44 | +44 [44+ 
Brassica oleracea. . 0 0 - ++ /+4++] 444+.) +44 |44+ 
Beta vulgaris. . +(+)]| ++ | +++ |4+4+4+]4+4+4+] +44 | +4+4+ | +++ 
Phaseolus vulgaris . 0 0 (+) a ie ee re ee ee oe a De ee 
Pisum sativum 0 0 + ++ [+++] +++ | +++ [+++ 
Medicago sativa . 0 0 + | +(4+) (+++) +++ | +44 [444+ 
Linum usitatissimuma) | 0 0 0 + se oh (a) lh ae eds 
Linum usitatissimum b) 0 0 0 (+) | ++ | +4(4+)} +44 |4+4+4 
Linum usitatissimum c) 0 0 0 0 (+) +(+) | +4+64+)| 4+ E+ 
Pelargonium grandi- 
floruma).. . 0 0 0 + ++ | +4+(+)|++4+ 
Pelargonium grandi- 
florumb). . . . 0 0 0 0 (+) + Rel gh Be cs 
Tulipa spec. 0 0 0 0 0 + ++ | +4-+ 
Primula sinensis 0 (+) | +(4) | ++ [+44] 444+ | +44 }4+4 
Tropacolum maius . 0 ) 0 (+)y be (eh etek rae We a eS 
Kontrolle. aM tated at 


nichsten weiteren Verdiinnungsstufen noch eine deutliche Abschwiichung 
der Rotfirbung erkennen. Dieser Bereich einer partiellen Hemm- 
wirkung umfaBt im allgemeinen 3, héchstens 4 weitere Verdiinnungs-’ 
stufen, so daB sich bei Einwirkung verschiedener PreBsiifte (Quercus 
Robur, Aesculus Hippocastanum, Solanum tuberosum, Solanum Lycoper: 
sicum, Nicotiana Tabacum, Linum usitatissimum, Pelargonium grandi- 
florum und Tulipa spec.) noch bei einer Verdiinnung yon 1/128, 
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eine im Vergleich zu den Kontrollen geminderte Formazanbildung beob- 
achten lift. Bei den iibrigen PreBsaften liegt diese Grenze, entsprechend 
ihrer geringeren Wirksamkeit, niedriger: so ist bei Beta vulgaris die letzte 
noch wirksame Verdiinnungsstufe 1/4 und bei simtlichen untersuchten 
Getreidearten 1/8. Brassica oleracea, Alliwm cepa, die verschiedenen 
Leguminosen, Primula sinensis und Tropaeolum maius liegen hinsichtlich 
ihrer Hemmwirkung auf das TTC-Reduktionsvermégen von Bacterium 
coli in einem mittleren Bereiche. 

In einer weiteren Versuchsreihe sollte ermittelt werden, ob auch bei 
anderen Bakterienarten (Bacillus mycoides, Bac. subtilis, Bac. mesen- 
tericus, Pseudomonas juglandis, Pseudomonas fluorescens) das TTC- 
Reduktionsvermégen in ahnlicher Weise wie bei Bact. coli durch ver- 
diinnte PflanzenpreBsafte (aus Blattern von Solanum tuberosum) beein- 
fluBt wird. 

Von den verschiedenen Bakterienarten wurden 24 Std alte, bei 28° C 
bebriitete Bouillonkulturen verwendet. 

Kin orientierender Vorversuch ohne Zusatz von PflanzenpreBsaft ergab 
bei den einzelnen Bakteriensuspensionen eine unterschiedlich starke 
Formazanbildung, eine Erscheinung, die vor allem auf das ungleiche 
TTC-Reduktionsvermégen der verschiedenen Bakterienarten, auf ihre 
substratbedingte aktuelle stoffwechselphysiologische Aktivitét und auf 
Unterschiede in der jeweils erreichten Keimdichte zuriickzufihren ist. 
Die Intensitaét der Rotfarbung dieser Kontrollansaétze entsprach in ab- 
nehmender Starke der Reihenfolge: Bacterium coli und Bacillus sub- 
tilis > Pseudomonas fluorescens > Bacillus mycoides und Bacillus me- 
sentericus > Pseudomonas juglandis. 

Die Ergebnisse der weiteren Versuchsreihe mit verdiinnten PreBsiften 
aus Kartoffelblaittern sind in der folgenden Ubersicht zusammengefaBt : 


Tabelle 2. 7’T'C-Reduktionsvermigen verschiedener Bakterienarten ber Hinwirkung 
von PreBsaft aus Kartoffellaub in abnehmender Konzentration. (Die Kontrollen 
enthalten an Stelle des PreBsaftes physiol. NaCl-Lésung) 


PreBsaftkonzentration 


Bakterienart 1s | wie | 1/32 | 1/64 | 1/128 1/256 ae ie 
Bacteriumcoi ..... 0 (+) se ECE) | AE) | aE 
Bacillus mycoides. . . 0 0 (+) | +(+) ++ desk ++ 
Bacillus subtilis. . . . . 0 (+) aa ++ | ++(+)) 4+. b +44 
Bacillus mesentericus 0 0 (+) 4+ +(+) ++ ob 
Pseudomonas juglandis . 0 0 (+) aR ar AG) ie Galler) 
Pseudomonas fluorescens .| 9 0 (+) | +(4)|- ++ | ++¢4+)|4+4+(4) 


Bei der Auswertung dieser Versuchsreihe wurde die Intensitat der 


Formazanbildung in den prefsaftfreien Kontrollréhrchen mit Bact. colv. 
3% 
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simtlichen tibrigen Ansitzen zugrunde gelegt; die Abweichungen von 
diesem Kontrollwert sind daher einerseits durch das unterschiedliche 
TTC-Reduktionsvermégen der verschiedenen Bakterienarten und an- 
dererseits durch die Hemmwirkung des PreBsaftes bedingt. 

Aus der Tabelle laBt sich entnehmen, da alle untersuchten Bakterien- 
arten eine Zugabe des PreBsaftes von Solanum tuberosum in abgestuften 
Verdiinnungen in gleicher Weise wie Bact. coli mit einer vollstandigen 
bzw. partiellen Hemmung ihres TTC-Reduktionsvermégens beantworten. 
Eine Abschwachung der Formazanbildung laBt sich im allgemeinen noch 
bis zur Konzentrationsstufe 1/128 beobachten (bei Bacillus mycoides bis 
1/64); bei der Stufe 1/16 zeigen nur die Ansiitze mit Bact. coli und Bac. 
subtilis noch eine ganz schwach angedeutete Rotfairbung, und bei der 
Stufe 1/8 unterbleibt auch bei diesen Arten jegliche Formazanbildung. 

Die vorliegenden Befunde legten die Frage nahe, ob die PflanzenpreBb- 
sifte in den héheren Konzentrationen lediglich nur hemmend oder aber 
allgemein bei vollstindiger Hemmung des TTC-Reduktionsvermégens 
gleichzeitig auch keimtétend auf die Colibakterien einwirken. Da 
diese Frage in diesem Zusammenhange nur dem Prinzipe nach inter- 
essierte, wurde aus arbeitstechnischen Griinden auf eine breitangelegte 
Untersuchung mit simtlichen PflanzenpreBsiften verzichtet und lediglich 
mit Solanum tuberosum, Nicotiana Tabacum und Pelargonium grandi- 
florum, deren PreBsafte die Formazanbildung bei Bact. coli noch bei einer 
Verdiinnung von 1/8 bis 1/16 véllig unterbinden, gearbeitet. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche dienten eine 24 Std alte Bouillonkultur 
von Bact, coli und unverdiinnte sterilfiltrierte PreBsifte der genannten drei Pflanzen- 


arten; hiervon wurden unter Zugabe von steriler physiologischer Kochsalzlésung 
folgende Gemische hergestellt: 


| Coli-Briihe NaCl-Lésung | PreBsaft | Konzentrations- 
| Teile Teile | Teile | stufe: 
Bod 2 2 | 0 | 0 
| (Kontrolle) 
ll 2 0 | 2 1/2 
i 2 l 1 1/4 


Der Keimgehalt wurde nach der Verdiinnungsmethode mit Hilfe des 
Kocuschen Plattenverfahrens ermittelt. Ansatz I (Kontrolle) wurde zur Be- 
stimmung des Anfangskeimgehaltes sofort verarbeitet, wihrend die Ansitze der 
Mischungsstufen Il und IIT zunaichst noch 2 Stunden lang im Thermostaten bei 
28°C verblieben, um die Bakterien wiahrend dieser Zeitdauer der Kinwirkung der 
PflanzenpreBsafte auszusetzen. 


Im einzelnen ergaben sich in je 4 Parallelplatten bei einer Verdiin- 
nung von 1:10? folgende Keimzahlen je Kubikzentimeter : 
I (Kontrolle) a 440 
b 490 
c 550 
d 460 M = 485 - 107 Keime je cm?. 
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Il (Konzentration des PreBsaftes 1/2) 


| 1. Tabak | 2. Kartoffel 3. Pelargonie 
a | 460 | 410 1 
b 370 520 3 
ome tn g70 390 6 
Pts | 410 540 2 
M= 427 565 3 


- 10’ Keime je em. 


_ II (Konzentration des PreBsaftes 1/4) 
pe Ta ll ie eels Bal ed Sel ed 


| 1. Tabak | 2. Kartoffel | 3. Pelargonie 
a 580 470 17 
b 430 410 | 23 
e | 520 380 21 
du en invicd30 540 | 12 
u— 502 450 18 


- 10° Keime je cm?. 


Bei Bact. coli tritt demnach bei Einwirkung hochkonzentrierter PreB- 
sifte von Nicotiana Tabacum und von Solanum tuberosum keine Abnahme 
des urspriinglichen Keimgehaltes ein, obgleich bereits wesentlich ver- 
diinntere PreBsaifte dieser Pflanzenarten eine véllige Bakteriostase her- 
beifiihren. Im Gegensatz dazu wirkt der PreBsaft von Pelargonium 
grandiflorum auf die Colibakterien nicht nur bakteriostatisch, sondern 
gleichzeitig auch erheblich bactericid: so betrug die Minderung des | 
Keimgehaltes unter den obigen Versuchsbedingungen bei den Prebsaft- 
konzentrationen 1/4 und 1/2 96,3 bzw. 99,4%, die Anzahl der tiber- 
lebenden Keime demnach 3,7 bzw. 0,6%. 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Versuchsreihe ]aBt sich feststellen, 
daB die PreBsaifte von Nicoliana Tabacum, Solanum tuberosum und 
Pelargonium grandiflorum, obgleich sie bei etwa der gleichen Verdiin- 
nungsstufe das TTC Reduktionsvermégen der Colibakterien vollstandig 
hemmen, deren weitere Lebensfaihigkeit durchaus unterschiedlich be- 
einflussen. Gleichzeitig geht aus diesen Befunden hervor, dafi sich mit 
Hilfe des Tetrazoltestes zwar zuverlissige Aussagen tiber die bakterio- 
statische Wirkung von Pflanzenprefsiften, jedoch keine Anhaltspunkte 
tiber deren bactericide Eigenschaften gewinnen lassen. 

Die Hemmwirkungen der einzelnen Pflanzenprefsiifte auf das bak- 
terielle TTC-Reduktionsvermégen sind keineswegs auf einheitliche, 
sondern von Fall zu Fall auf durchaus verschiedenartige stoffliche 
Ursachen zuriickzufiihren. Eine nihere Erérterung dieser Fragen soll 
jedoch nicht das Ziel der vorliegenden Mitteilung sein; sie wiirde eine 
liickenlose Kenntnis der gesamten stofflichen Zusammensetzung der 
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sehr heterogenen PflanzenpreBsifte in qualitativer und quantitativer 
Hinsicht, eine Reindarstellung der in ihnen enthaltenen Hemmstoffe und 
eine getrennte Austestung ihrer Wirksamkeit auf breiterer Basis voraus- 
setzen. 

Mit Sicherheit lieB sich allerdings feststellen, dafS die beobachteten 
Hemmwirkungen der PflanzenpreBsifte auf das TTC-Reduktions- 
vermogen von Bact. coli bei keinem der zahlreichen Ansitze auf eine zu 
hohe Wasserstoffionenkonzentration zuriickzufiihren waren. 

Der px-Bereich, innerhalb dessen Bact. coli zur TTC-Reduktion be- 
fahigt ist, wurde bereits durch BIE Lie, KauscHe u. Haarpick (1949) 
eingehend untersucht: Bei hoher Wasserstoffionenkonzentration (py 
< 4,5) wird die bakterielle Formazanbildung sehr stark gehemmt, sie 
steigt dann aber oberhalb dieses py-Wertes rasch an, erreicht schlieBlich 
bei schwach alkalischer Reaktion (py 8,4) ihr Maximum und sinkt dann 
steil wieder ab. Erst bei stark alkalischer Reaktion (pp > 10) tritt dann 
— iibrigens auch in bakterienfreien Ansatzen — nochmals eine kraftige 
TTC-Reduktion hervor, eine Erscheinung, die jedoch erst wesentlich 
oberhalb des px-Bereiches simtlicher hier untersuchten PreBsaft- 
gemische bedeutungsvoll ist. Im Rahmen dieser Arbeit interessiert 
lediglich der saure Bereich, da die Gemische aus den verschiedenen 
PflanzenpreBsiften mit den Bouillonkulturen von Bact. coli ausnahmslos 
eine saure Reaktion aufwiesen; in keinem Falle wurde jedoch ein pq-Wert 
von 5,6 unterschritten, und da die Colibakterien in den preBsaftfreien 
Kontrollréhrechen bei dieser Wasserstoffionenkonzentration noch eine 
deutliche Formazanbildung zeigten, kénnen unzutrigliche Aciditiits- 
verhaltnisse keineswegs zur Erkliirung der vorliegenden Befunde heran- 
gezogen werden. 

Die Untersuchungen haben ergeben, daB der Tetrazoltest wegen seiner 
einfachen und raschen Handhabung, und da er sich bereits auf Grund der 
deutlich hervortretenden Farbunterschiede bequem auswerten liBt, vor- 
ziiglich geeignet ist, einen fast unmittelbaren Einblick in das hemmstoff- 
bedingte Abwehrvermégen héherer Pflanzen gegeniiber Mikroorganismen 
zu vermitteln. Als Gesamtbefund lieB sich mit Hilfe dieser Methode fest- 
stellen, dafgS die verwendeten PflanzenpreBsifte in den héheren Konzen- 
trationen gegenitiber den Testkeimen ausnahmslos deutlich bakterio- 
statisch wirken und manche von ihnen auch noch nach erheblicher Ver- 
diinnung das TTC-Reduktionsvermégen der Bakterien unterbinden. 

Ks lieBe sich einwenden, daf es sich bei Bact. coli und den iibrigen 
getesteten Bakterienarten (mit Ausnahme von Pseudomonas juglandis) 
nur um harmlose Saprophyten und somit um phytopathologisch wenig 
interessante Versuchsobjekte handelt. In Wirklichkeit wird hier jedoch 
ein fiir die Mikrobiologie und die Phytopathologie sehr wichtiges Problem 
beriihrt: die saprophytischen Mikroorganismen stellen — im Gegensatz 
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zu manchen Parasiten — hinsichtlich ihrer Ernahrung im allgemeinen 
keine besonderen Anspriiche; sie wiirden daher innerhalb der pflanzlichen 
Organe alle erforderlichen Nahrstoffe in ausreichender Menge vorfinden 
und sich dort ausbreiten kénnen, falls ihnen von seiten der Pflanzen 
nicht erhebliche Hindernisse entgegenstinden. Hierbei spielen einerseits 
strukturelle Schranken und _ andererseits Hemmstoffe, deren weite 
Verbreitung und starke Wirksamkeit mit Hilfe des Tetrazoltestes sich 
leicht nachweisen lassen, eine erhebliche Rolle. 


Zusammenfassung 


In Anlehnung an friihere Untersuchungen von WaLLHAUSSER u. 
RippEL-BaLpzEs, in denen sich die Brauchbarkeit des Schnelltestes mit 
Triphenyltetrazoliumchlorid zur Wertbestimmung von Antibiotica. und 
Desinfektionsmitteln ergab, wurde versucht, mit Hilfe dieses Testes einen 
Kinblick in das hemmstoffbedingte Abwehrvermégen héherer Pflanzen 
gegentiber Mikroorganismen zu gewinnen. 

Bacterium coli und einige weitere vergleichsweise untersuchte Bak- 
terienarten lieBen nach Einwirkung frischer PreBsifte aus den Blattern 
verschiedener Pflanzenarten stets eine deutliche — meistens sogar eine 
totale — Hemmung ihres TTC-Reduktionsvermégens erkennen. 

Das Ausma8 der Hemmwirkung der einzelnen PreBsifte wies erhebliche 
Unterschiede auf; eine totale Hemmung der mikrobiellen Formazan- 
bildung bewirkten einige PreBsafte noch in einer Verdtinnung von 1/32, 
eine partielle Hemmung auBerstenfalls noch in einer Verdiinnung von 
1/128. 

Die besondere Eignung des Tetrazoltestes zur Untersuchung pflanz- 
licher Hemmstoffwirkungen auf Mikroorganismen ergibt sich einerseits 
aus seiner einfachen Handhabung, da er ein Arbeiten mit nichtsterilen 
PflanzenpreBsiften gestattet, und andererseits aus der Tatsache, daf er 
bereits in kiirzester Zeit zu Ergebnissen fiihrt; infolgedessen lassen sich 
Wirksamkeitsverinderungen der Hemmstoffe, die bei anderen Test- 
methoden wahrend der Bebriitung gegebenenfalls eintreten kénnen, 
weitgehend vermeiden. 
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| Papierchromatographische Untersuchung 
der Aminosdurenzusammensetzung verschiedener 
Bakterien-Hydrolysate 


Von 
O. KANDLER und C. ZEHENDER 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 14. Oktober 1955) 


Mit der Entwicklung der Papierchromatographie ist nunmehr dem Biologen eine 
Methode in die Hand gegeben, mit der auch sehr komplexe Gemische von Amino- 
sduren, z. B. EiweiBhydrolysate, mit groBer Sicherheit analysiert werden kénnen. 
Dementsprechend sind in den letzten Jahren mehrere Arbeiten erschienen, die sich 
mit der Bausteinanalyse des BakterieneiweiBes befassen (PoLson, 1948; FRANKLIN 
u. WinLiAMs, 1952; Hormann, 1953; KELLNER u. Martin, 1954; RrepeL-BaLpES 
u. Buscu, 1954; Hounzi, 1955; Kanpier u. Kannur, 1955). Wahrend sich die 
meisten Autoren nur mit der Zusammensetzung einer Bakterienart beschaftigten, 
antersuchten Work und Diwsy (1953) 120 Mikroorganismen verschiedenster 
Verwandtschaftskreise. Allerdings teilten sie die Befunde nicht im einzelnen mit 
sondern gaben nur eine Ubersicht tiber die Verteilung der «-¢-Diaminopimelinsiure. 

Bis heute fehlt eine gréBere Ubersicht tiber das Vorkommen der 
einzelnen Aminoséuren und deren Mengenverhaltnisse in den ver- 


schiedenen taxonomischen Gruppen der Bakterien. 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen tiber Differenzen in der Ki- 
weiBzusammensetzung von Bakterien-L-Phasen, tiber die an anderer 
Stelle berichtet werden wird, untersuchten wir in letzter Zeit etwa 30 
Bakterienstiimme auf ihren Aminosiurengehalt, um einen Uberblick 
liber die méglichen Variationen in der Aminosaduregarnitur des Bak- 
terieneiweiBes zu erhalten. Dabei kam es uns darauf an, moglichst ver- 
schiedenartige Formen zu untersuchen und nicht mehrere Staémme der 
gleichen Art oder Gattung, da diese keine wesentlichen Verschieden- 
heiten erwarten lassen. Letzteres hatte sich bei Untersuchungen an 
verschiedenen Sphaerotilus-Stéimmen am hiesigen Institut (HOHNL 1955) 
gezeigt. Die Unabhingigkeit der Aminosaéurezusammensetzung vom 
Nahrboden, der zur Anzucht des Materials verwendet wurde, hatten 
schon friher Sroxes u. GuNNES (1946) nachgewiesen. Kinige eigene 
Versuche in dieser Richtung erbrachten das gleiche Ergebnis. 

Neben der qualitativen Identifizierung der Aminosiuren auf den 
Chromatogrammen wurde auch eine grobe quantitative Bonitierung 
vorgenommen. Dabei wurde nach FleckengréBe und Farbintensitat auf 
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Grund von Vergleichschromatogrammen mit bekannten Mengen an Test- 
substanzen die Aminosiiuremenge geschatzt und in einer fiinfstufigen 
Skala ausgedriickt. Die Differenz zwischen 1 und 5 dirfte etwa einer 
Zehnerpotenz entsprechen. Am unsichersten sind bei diesem Verfahren 
naturgemai® die Extremwerte, die sicherlich bis zu einem Faktor von 
2-3 abweichen kénnen. Trotz dieser nur annaihernd quantitativen Aus- 
wertung glauben wir doch eine eindeutige Aussage dariiber machen zu 
kénnen, welche Aminoséuren zum Grundstock aller BakterieneiweiBe 
gehéren und welche nur bei bestimmten Arten auftreten bzw. fehlen. 
AuBerdem ergibt sich aus den Versuchen ebenfalls deutlich, welche 
Aminosauren von Art zu Art gréBere Schwankungen in ihrem Mengen- 
anteil aufweisen und damit fiir eingehendere Untersuchungen lohnend 
erscheinen. Unsere Mitteilung erhebt weder einen Anspruch auf Voll- 
standigkeit, noch auf Endgiiltigkeit, sondern soll nur einen ersten Ein- 
druck von den Variationsméglichkeiten in der EiweiBzusammensetzung 
der Bakterien vermitteln. Gegeniiber einer bloBen Aneinanderreihung 
von Daten aus der Literatur haben die hier mitgeteilten Befunde den 
Vorzug, daB alle Stimme nach vdllig gleichem Verfahren untersucht 
wurden und daB damit die Ergebnisse besser vergleichbar sind. 


Material und Methode 


Verwendet wurden Reinkulturen verschiedener Stamme, die entweder selbst 
isoliert oder uns freundlicherweise von anderen Kollegen! iiberlassen worden waren. 
Die Bestimmung wurde allgemein nach BERGry’s Manual (1948) durchgefiihrt. 
Die Kultur erfolgte in Fliissigkeitsnihrbéden méglichst einfacher Zusammensetzung. 
Wenn moglich, wurde nur Glucose und Nitrat, bzw. Asparagin verwendet; andern- 
falls Peptonwasser. Die herangewachsene Suspension wurde zentrifugiert und 3 mal 
mit dest. Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Die mikroskopisch auf Reinheit 
gepriifte Bakterienmasse wurde dann in 6 n HCl aufgenommen und am RiickfluB- 
kiihler 48 Std gekocht. AnschlieBend wurde die Salzsiure durch Eindampfen auf dem 
Wasserbad entfernt, der Riickstand in 2ml H,O aufgenommen und chromato- 
graphiert. 

Die Hydrolysate enthielten die schon urspriinglich in der Zelle frei vorhandenen 
und die bei der KiweiBhydrolyse freigesetzten Aminosiuren. ErfahrungsgemaB be- 
tragt der gesamte trichloressigsiiurelésliche Stickstoff weniger als 10% des Gesamt- 
stickstoffs, so daB der Anteil der freien Aminosiuren, die nur einen Teil dieser 
Fraktion ausmachen, sehr gering ist. Die Chromatogramme geben deshalb prak- 
tisch einen Uberblick tiber die Eiwei8zusammensetzung. Eine Abtrennung der 
freien Aminosiuren wiirde erst bei einer erheblichen Steigerung der Genauigkeit der 
quantitativen Auswertung notwendig bzw. sinnvoll werden. 

Die Chromatographie wurde nach der absteigenden Methode in iiblicher Weise 
(vgl. Cramer, 1952) durchgefiihrt. An Papieren kamen SS 2043b und Whatman _ 
Nr. 1 zur Verwendung. Als Liésungsmittel dienten: «-Picolin 70°, Wasser 28%, 
Ammoniak 2% und Isopropanol 70%, Hisessig 10%, Wasser 20%. In einigen Fallen 


1 Fiir die Uberlassung von Stiémmen sind wir folgenden Herren zu groBem Dank 
verpflichtet: Dr. A. L. Houwinx, Delft; Regierungsrat Dr. Borrers, Berlin; 
Prof. Dr. H. ScHANDERL, Geisenheim; Dr. H. G. Scunncen, Gatersleben. 
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wurde auch wassergesittigtes Phenol bentitzt, um Arginin, Lysin und Histidin 
besser trennen zu kénnen. Vergleichsweise wurde auch das sehr haufig in der Li- 
teratur angefiihrte Gemisch Butanol-Eisessig beniitzt, doch ergab es nach unseren 
Erfahrungen keine so gute Trennung wie das Isopropanol-Hisessig-Gemisch, das 
besonders die Verbindungen mit geringem RF-Wert erheblich starker auseinander- 
zieht. In Kombination mit o-Picolin gestattet dieses Gemisch eine sehr gute Tren- 
nung aller vorkommenden Aminosiuren, mit Ausnahme von Leucin und Isoleucin 
bzw. Arginin und Citrullin, die im folgenden nicht getrennt angefiihrt werden. 

Von jedem Hydrolysat wurden 2—3 Chromatogramme angefertigt, wobei ver- 
schiedene Mengen aufgetragen wurden. Bei den Schwacheren wurden die in groBen 
Mengen vorkommenden Aminosauren in ihrem Mengenverhaltnis zueinander abge- 
schatzt; die Chromatogramme mit groBen Auftragsmengen gestatteten die Auf- 
findung der nur in Spuren vorkommenden Verbindungen. Die Anfairbung wurde 
nach der Methode von BriGGEMANN u. DREPPER (1952) ausgefiihrt. Dabei kommt 
das Chromatogramm nach Bespriihen mit Ninhydrin 1 min in Wasserdampf von 
100° C und wird dann 5 min bei 95° C getrocknet. Diese Methode liefert erheblich 
besser reproduzierbare Ergebnisse als das Entwickeln der Farbe im Trockenschrank 
oder bei Zimmertemperatur, ohne vorherige Wasserdampfsittigung. Die Farb- 
intensitat ist ebenfalls wesentlich starker. 

Alle Stémme wurden zweimal getrennt herangeziichtet und hydrolysiert. Bei 
differierenden Ergebnissen wurde der Versuch erneut wiederholt. Nur die Angaben 
fiir Hydrogenomonas beruhen auf einem einmaligen Versuch, fiir den uns das 
Material freundlicherweise von Herrn Dr. ScHLEGEL zur Verfiigung gestellt wurde. 


Versuchsergebnisse 

Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengestellt. Da in allen Fallen 
Alanin sehr reichlich vorhanden war, wurde diesem der Wert 5 zuge- 
ordnet und alle anderen Aminoséuren danach beurteilt. Ebenfalls mit 
groBer RegelmaBigkeit und in annadhernd gleichen Mengen kamen bei 
allen untersuchten Organismen Glutaminsiure, Glycin, Leucin (bzw. 
Isoleucin, das nicht abgetrennt werden konnte) und Valin vor. Auch 
Arginin (bzw. Citrullin, ebenfalls schwer abtrennbar), Asparaginsiure, 
Lysin, Phenylalanin, Serin, Threonin, Prolin, Tyrosin und Histidin 
fehlten in keinem Falle, doch war ihr Mengenanteil deutlich geringer. 
Die quantitativen Schwankungen hielten sich in recht engen Grenzen 
und waren nur in wenigen Fallen so auffallig, daB sie mit der ver- 
wendeten Schitzmethode sicher erkannt werden konnten. So war z. B. 
bei Hydrogenomonas der sehr geringe Tyrosin-, bei Sphaerotilus der 
niedere Histidingehalt bemerkenswert. Alle bisher angefiihrten Amino- 
siuren gehoren offenbar zu einer allen Bakterien gemeinsamen Grund- 
garnitur, der vermutlich auch noch Tryptophan und Cystin, bzw. Cystein 
guzuordnen ‘sind. Beide Verbindungen werden bei der verwendeten 
sauren Hydrolyse mehr oder weniger stark zerstort. Cystin ist auBerdem 
nur in relativ groBen Mengen chromatographisch zu erfassen, so dal} die 
verbleibenden Reste leicht der Erfassung entgehen kénnen. Daher wurde 
Cystin nicht in die Liste aufgenommen. Tryptophan konnte in den 
meisten Fallen in geringer Menge gefunden werden. DaB es bei den Mikro- 
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kokken und Lactobacteriaceae nicht auftrat, diirfte immerhin darauf 
hindeuten, daB diese Gruppe nur sehr wenig Tryptophan enthalt, wenn 
auch nicht behauptet werden kann, daB es ganz fehlt. 

Gleichfalls weit verbreitet, aber merkwiirdigerweise bei einzelnen 
Formen fehlend, bzw. unter der Erfassungsgrenze liegend, ist Methionin. 
Da es in allen Lésungsmitteln von Valin und Phenylalanin schwer abzu- 
trennen ist, ist das Auffinden kleiner Mengen besonders erschwert. Aller- 
dings wird diese Schwierigkeit durch die von den anderen Verbindungen 
abweichende Farbung des Ninhydrin-Komplexes zum Teil wieder aufge- 
hoben. Wir konnten Methionin bei beiden Azotobacter-Stémmen, bei 
Sarcina lutea und bei Escherichia coli aber nicht finden. In letzterem Falle 
stimmt unser Befund mit dem von KELLNER u. MartIn (1954) tiberein. 
Fiir Azotobacter liegen bereits Untersuchungen von RipreL-BaLpes und 
Buscu (1954) vor, in denen ebenfalls kein Methionin gefunden wurde. 

Weiterhin fehlten bei dem dort untersuchten Stamm auch Diamino- 
pimelinsiure, Tyrosin und Asparaginsaéure, die bei den von uns unter- 
suchten beiden Stammen regelmafig gefunden wurden. Uber den Amino- 
siurengehalt von Sarcina sind uns bisher keine Angaben bekannt. Ein 
auffalliger Unterschied im Methioningehalt besteht zwischen den vegeta 
tiven Zellen von Bacillus mesentericus und den Sporen. Wahrend es bei 
ersteren in gut erfaBbarer Menge auftritt, konnte es bei letzteren nicht 
gefunden werden. 

Haufig, aber durchaus nicht regelmaBig tritt y-Aminobuttersiure auf. 
Obwohl sie wegen der RF-Wert-Differenzen in den verschiedenen 
Lésungsmitteln sehr gut von allen anderen Aminosiuren abzutrennen 
und damit leicht identifizierbar ist, mu ihr Vorkommen kritisch be- 
urteilt werden. Es zeigte sich niimlich, da nach lingerem Stehen der 
Hydrolysate, die zur Vermeidung von Bakterienwachstum einen leichten 
Phenolzusatz erhalten hatten, y-Aminobuttersiure auch dann auftrat, 
wenn bei den sofort nach der Hydrolyse angefertigten Chromatogrammen 
nichts davon zu finden war. War sie urspriinglich schon vorhanden, so 
trat sie nunmehr verstiirkt hervor. Es muB demnach schon bei der Auf- 
bewahrung eine Decarboxylierung von Glutaminsiure ablaufen, die 
dann das Vorkommen von y-Aminobuttersiure vortiuscht. Auch bei der 
Schiidigung der Zellen durch verschiedenste Gifte kann eine verstiirkte 
Bildung von y-Aminobuttersiure einsetzen, wie kiirzlich an Chlorella ge- 
zeigt wurde (KANDLER u. Ernst 1955). Damit verliert das Vorhanden- 
sein oder Fehlen von y-Aminobuttersiure fiir die Charakterisierung be- 
stimmter Bakterienarten erheblich an Wert. Den Befund von Work und 
Drwry (1953), daB y-Aminobuttersiiure bei gramnegativen Bakterien 
nicht vorkommen soll, konnten wir nicht bestitigen. Gerade bei den 
gramnegativen Hnterobacteriaceae fanden wir sie regelmakig, wenn auch 
in geringer Menge. 
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* Wesentlich seltener als y-, trat «-Aminobuttersaure auf. In wirklich 
nennenswerten Mengen fanden wir sie nur bei Propionsiiurebakterien und 
bei Staphylococcus. In geringen Mengen bei Achromobacter und Bac. 
mesentericus. Bei letzteren nur in den vegetativen Zellen, nicht in den 
Sporen. 

Besonderes Interesse erlangte in letzter Zeit die erst kiirzlich entdeckte 
(WorK 1950) «-e-Diaminopimelinsaure, deren weite Verbreitung unter 
den Bakterien von WoRK 
und DrEwey (1953) ge- Lsopropano! —~ 
zeigt wurde. Sie stellt 
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eine Verbindung, die an 


der gleichen Stelle wie 
Diaminopimelinsaure liegt und die wir auch als solche bezeichnet hatten, 


wenn nicht Work und Dewey (1953) angeben wiirden, daB es sich bei 
dieser Organismenklasse um eine andere Verbindung handelt, wie aus 
elektrophoretischen Trennungen hervorgeht. Die Einklammerung der 
Mengenangabe in Tab. 1 soll andeuten, daB es sich wahrscheinlich 
nur um eine isotope Verbindung, nicht um Diaminopimelinsiiure selbst. 


handelt. 
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Glucosamin ist auch bei Bakterien weit verbreitet, aber keineswegs 


tiberall vorhanden. 


Neben den bisher aufgefiihrten, eindeutig identifizierbaren ninhydrin- 
positiven Substanzen wurden noch einige Flecke gefunden, die nicht be- 
stimmt werden konnten, obwohl noch eine Reihe weiterer Aminover- 


Tabelle 1. Ubersicht iiber das Vorkommen von Aminosiuren im Hydrolysat 


Be |e 
a| 3 3 = 3 & 
222 |2 4/4 
gl€s| § lgelge| 8] 3\ 4 
2/20) Blagiaa|/ 5/5] = 
alat( alg *|i"[S15]5 . 
Nitrobacteriaceae . . . | Hydrogenomonas 5/3 | 4/—]+ |45)/—|] 5 
Pseudomonadaceae . Pseudomonas fluorescens |5) 4 |3-4| — 2-3 |4-5] 2 |4-5 
Pseud. pyocyanea . . . |5/38-4| 3 | — | 2 |4-5) 4 |4-5 
Acetobacter xylinum 5 34) 3 |— | 2 45)/—/ 4 
Pseudomonas spez. 6/3 |}3)/—|/— | 4)/4+|/45 
Azotobacteriaceae . Azotobacter chroococcum | 5 3-4/3-4)— | 3 | 5 | 2 /4-5 
Azotobacter chroococcum |5)| 3 |83-4;— |2-3)| 5 |1-2| 4 
Rhizobiaceae Agrobact. tumefaciens 5 3-4/3-4| — |; — | 56 |—| 5 
Micrococcaceae Micrococcus aurantiacus | 5 3-4) 4 |— |— | 5 |—| 4 
Micrococcus pyog. aureus |5 3-43-42 | 1 | 5] 1 |45 
Sarcina lutea 5 |3-4 3 | — |— | 5 | —| 4 
Lactobacteriaceae . Streptococc. cremoris . 5 |8-4] 3 | — | — |4-5) —|4-5_ 
Propionibact. shermanii | 5 |3-4) 3 |8-4, — |4-5) — 4-5 
Corynebacteriaceae . Corynebacterium . 6}4/;3)/—|;+]4,2]/4 
Achromobacteriaceae Achromobacter spec. 5/ 4 |3-41-2; 1 | 5 |—] 5 
Flavobacteriwm breve . 5/4 | 3 | — |1-2/|4-5) 2 (3-4 
Enterobacteriaceae Aerobacter aerogenes 6 |3-4) 3 | — | 2 | 5 | 4/45 
Escherichia coli 6/3 /3)/—|+ |45|/—| 5 
Serratia marcescens 5 |3-4| 3 | — |1-2 |4-5| — |4-5 
Proteus vulgaris . 5 |38-4) 3 | — (2-3 4-5] + |4-5 
Proteus vulgaris . 5| 4 /2-3;— ,; 1 | 5/4/45 
Bacteriaceae Bact. linens. . 5 |8-4/3-4) — | 2 |4-5] + 14-5 
Bacillaceae Bac. subtilis 5 |3-4/3-4) — | 3 | 5 |—]| 5 
Bac. mesentericus 5 |38-4/3-4| + |3-4 |4-5] + |4-5 
Bac. mesentericus Sporen | 5 |38-4) 3 |— | 2 | 4 | + |4-5 
Bac. mycoides . 5 13-4) 4 | — | — |4-5] + |4-5 
Clostridium butyricum 5 |38-4! 3 | + |2-3 |4-5| — 14-5 
Caulobacteriaceae . Caulobacter vibrioides 5 |38-4] 3 |}— | 2 | 5 |—| 5 
Mycobacteriaceae. . Mycobact. ciliacum 5}4/3!1+ )2 |5)/+/45 
Actinomycetaceae . Actinomyces spez. . . 5| 4/3 }—]1 | 5 |2-3)4-5 
Streptomycetaceae Streptomyces spez. . 5} 4] 3 |— |— | 5 2-3) 4 
Chlamydobacteriaceae . |Sphaerotilus natans. . 5|4],4/—|2 /45) 2} 5 
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‘bindungen als Testsubstanzen gepriift wurden (unter anderem: Amino- 
adipinsaure, Ornithin, Taurin, B-Alanin, Dioxyphenylalanin usw.). Diese 
unbekannten Flecke wurden mit Buchstaben belegt, und zu ihrer Charak- 
terisierung ist die Lage auf dem Chromatogramm in Abb. 1 eingezeichnet. 
Am starksten war eine Verbindung vertreten (A), die sehr nahe an der 


cerschiedener Bakterienarten. 1—5 = steigende Aminosiiuremengen; + — Spur 
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Glutaminsiure liegt und sich nur schwer von dieser abtrennen laBt. Die 
angegebenen Mengen wurden unter der Annahme geschatzt, dal die 
spezifische Farbintensitét etwa der von Glutaminsiure entspricht. 


Zusammenfassung 


30 verschiedene Bakterien wurden in 6 n HCl 48 h hydrolysiert und die 
Aminosiuren mit Hilfe 2-dimensionaler Chromatogramme bestimmt. 
Nach einer Schaitzmethode wurde eine ungefaihre quantitative Aus- 
wertung vorgenommen. Die Ergebnisse sind in einer Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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Phasenkontrastmikroskopische und 
elektronenoptische Untersuchung an Mikroorganismen 
unter Verwendung von Papain 


Von 
G. GORBACH und M. HOFFMANN 


Mit 17 Textabbildungen 
(Hingegangen am 15. Oktober 1955) 


Verschiedentlich wurde bereits versucht, durch Anwendung von 
eiweiBabbauenden Fermenten die Beobachtung einzelner Praparate im 
Elektronenmikroskop zu erleichtern (BRINGMANN, 1953; HorGEn, 1954). 
Diese Verfahren sind insbesondere fiir das Studium gewisser Zellinhalts- 
stoffe von Bedeutung, da sie ein ganz mildes und schonendes selektives 
Weglosen der einzelnen Bestandteile erméglichen, waihrend Substanzen, 
auf die das Ferment nicht wirkt, vollig unangegriffen bleiben. 

Bei den vorliegenden Versuchen wurde nun statt der tierischen Fer- 
mente die bekannte stark wirksame Papaya-Proteinase verwendet, die 
uns als Pflanzenproteinase zum Abbau der Mikroorganismen wesentlich 
geeigneter erschien. Es ist uns dabei gelungen, Zellwand und Proto- 
plasma mit Papain vollkommen oder teilweise aufzul6sen und die Zell- 
inhaltsstoffe, wie z. B. Fett und Volutin, freizulegen. 

Die Beobachtung der Auflosungserscheinungen wurde hauptsichlich 
mit dem Phasenkontrastmikroskop durchgefiihrt, da es nicht erforder- 
lich ist, das Elektronenmikroskop zu verwenden, wenn die Objekte ge- 
niigend groB sind. Fiir Bakterien kommt die Methode daher zunachst 
nicht in Frage, wohl aber laBt sie sich, wie wir spater zeigen werden, dann 
verwenden, wenn man an der Hefe geniigend Erfahrungen beziiglich der 
Loslichkeit oder Unldslichkeit der Zellbestandteile gesammelt hat. Das 
Arbeiten mit dem Elektronenmikroskop ist dann nur in speziellen Fallen 
notwendig, wodurch sich eine heute immerhin noch sehr umstiandliche 
Praparationstechnik weitgehend vermeiden 1aBt. 


Als Konzentration der Fermentlésung erwiesen sich bei unseren Versuchen 40 mg 
des verwendeten Papainpraparates von Merck (entsprechend 1,33 Papaineinheiten) 
je ml Wasser am wirksamsten. Um den optimalen py-Wert von 5,0 konstant zu 
halten, wurde ein Veronal-Natrium-Puffer verwendet, da dieser keine ungiinstigen 
Wirkungen auf die Mikroben zeigte. Fiir orientierende Untersuchungen setzten wir 
die Mikroorganismen mit dem Ferment im hangenden Tropfen auf sterilen Hohl- 
schliff-Objekttragern an. So konnten wir unter dem Phasenkontrastmikroskop das 
Verhalten der Zellen durch langere Zeit hindurch kontinuierlich beobachten. 
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Untersuchungen dieser Art werden erst durch die Verwendung des Phasen- 
kontrastmikroskopes erméglicht, da man die Verainderungen in den Zellen wahrend 
des proteolytischen Abbaues im gewéhnlichen Mikroskop ohne Farbung tiberhaupt 
nicht und mit Farbung kaum wirklichkeitsgetreu sehen kann. Fiir genaues Arbeiten 
ist jedoch der Ansatz im Reagensglas vorzuziehen, weil durch die gréBere Fliissig- 
keitsmenge (1 ml Fermentlésung und 1 ml Pufferlésung) und durch die Méglichkeit, 
das Rohrchen umzuschiitteln, eine gleichmaBigere Einwirkung des Fermentes ge- 
wahrleistet ist. Hierzu wird einfach eine Ose voll Bakterienkultur in der sterilen 
Fermentmischung suspendiert und dann beim Temperaturoptimum des Fermentes 
(38° C) bebriitet. Neben jedem Ansatz wird gleichzeitig eine Blindprobe in Puffer- 
lésung allein gemacht. 


Die Wirkung von Papain auf Hefe 
Die folgenden Untersuchungen wurden an einer wilden Hefe (T’orula 
utilis) und an einer Zuchthefe (Wolfrum Sprithefe) durchgefiihrt. 
Torula utilis (Phasenkontrast) 


Die frische, unbehandelte Torula utilis ist wegen ihrer optischen 
Dichte und wegen ihrer GréSe sehr wenig durchstrahlbar und daher be- 
sonders im Phasenkontrastmikroskop 
bei starker Vergr6Berung sehr schlecht 


Abb. 1. Torula utilis, nabehansells Abb. 2. Torula utilis, Fermentbehandlung 
Phasenkontrastmikroskop 1200 : 1 4 Tage, Phasenkontrastmikroskop 1200: 1 
einzustellen. Man sieht hauptsichlich nur die Oberflaiche mit einer 
gewissen, von seitlich einfallendem Licht herriihrenden Schatten- 
wirkung (siehe Abb. 1). Undeutlich kann man verschiedene Inhaltsstoffe 
erkennen, z. B. die groBen Zellsaftvacuolen, dunkle Volutinkérnchen und 
Fetttropfen, die im Phasenkontrastmikroskop als helleuachtende, dunkel- 
konturierte runde Gebilde auffallen. Fett und Volutin wurden durch 
Farbungen identifiziert, wobei wir feststellten, da die angefiirbten Fett- 
kugeln im Phasenkontrastmikroskop noch viel kontrastreicher ins Auge 
springen, als die ungefiirbten. Im gewohnlichen Mikroskop sieht man die 
Innenstruktur wohl etwas besser, nur kann man hier ohne Farbung die 

einzelnen Kinschliisse schwer voneinander unterscheiden. 
8 Stunden nach dem Ansatz mit Ferment bemerkten wir an den Hefe- 
zellen schon eine teilweise Aufhellung des Protoplasmas. Nach 24 Std 
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sind die Umrisse viel klarer zu sehen und die Zellen erscheinen nicht mehr 
so dicht und undurchsichtig. AuBerdem wirkt das ganze Priparat un- 
ruhig, die Zellen sind in stark zitternder Bewegung (BRownsche Mole- 
kularbewegung). Das Protoplasma erscheint nicht mehr homogen, 
sondern undefinierbar gekérnelt und zerrissen. Die Form der Zellen ist 
noch unveriandert. Nach 32 Std kann man schon ein Ablésen des stark 
granulierten Inhaltes von der Wand erkennen. 

Abb. 2 zeigt die Torula-Zellen 96 Std nach dem Ansatz mit Ferment. 
Sie sind jetzt schon viel besser durchstrahlbar. Bei manchen Zellen ist 
eine groke, lichte, mit Fliissigkeit gefiillte Vacuole in der Mitte zu sehen, 


> 


seat * 


Abb. 3a u. b. Torula utilis, Fermentbehandlung 5 Tage, Phasenkontrastmikroskop 1200 : 1 


der tibrige Zellinhalt ist ganz an den Rand gedringt. Bei anderen wieder - 
um sind die festen Bestandteile zu einem Kliimpchen in der Mitte der 
Zelle zusammengezogen, und der Rand ist frei. Die Zellwand ist nicht 
mehr tiberall gleichmaBig dick, sie scheint an manchen Stellen etwas ge- 
quollen und undeutlich unterbrochen zu sein. Es sei bei dieser Gelegen- 
heit auf die nachfolgenden elektronenmikroskopischen Aufnahmen hin- 
gewiesen (Abb. 4b, 6a und 6b), die diese Zerstérung der Zellwand deut- 
lich sichtbar machen. 

Die Abb. 3a und b zeigen eine Probe, die dem Fermentansatz nach 
5 Tagen entnommen wurde. Die Zellen sind zum gréBten Teil sehr stark 
gequollen und erscheinen farblos durchsichtig. Die Zellinhaltsstoffe Fett 
und Volutin und die Protoplasmareste sind entweder an den Rand ge- 
dringt (groBe Vacuole in der Mitte), oder sie sind vom Rand vollkommen 
losgelést und in der Mitte zusammengezogen. Da liegen sie als rundlicher, 
unter sich starr verbundener Korper, welcher sich oft innerhalb der ruhig 
liegenden Zellwand in zitternder Bewegung befindet (Brownsche Mole- 
kularbewegung). Das Zellinnere mu8 also mit einem niedrigviscosen 
Medium ausgefiillt sein, offensichtlich fand eine Verflissigung des Plas- 


mas statt. Wo hauptsichlich Fettkugeln sind, ist der tibrige Teil der Zelle 
4% 
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vollkommen farblos durchsichtig. Die Zellwand ist in Auflésung be- 
griffen und teilweise nur mehr schattenhaft erkennbar. Sie scheint ge- 
quollen zu sein und zeigt ganz unregelmaBige Ausbuchtungen und Ein- 
stiilpungen, oft sogar eckige Form. Auf Abb. 3b liegen die Fettkugeln 
zum Teil bereits frei. Die iibrige Zelle wurde weggelést, oder man sieht 
noch einen Schimmer der Zellwand. Durch Weglésen des Fettes mit 
Ather, indem man diesen unter dem Deckglas durchsaugt, kann man be- 
weisen, daB das Fett wirklich frei vorliegt. Die noch mit Zellwand um- 
gebenen Fettkugeln werden dabei nicht aufgeldst. 

Nach drei Wochen sind die Zellwinde sehr stark angegriffen, an 
manchen Stellen weit aufgerissen oder aufgelést. Fettkugeln oder andere 
Zellinhaltsstoffe schwimmen in groBer Menge in der Lésung herum, oft in 
derselben Gruppierung wie in der Zelle oder zu gréBeren Klumpen ver- 
einigt, meist untereinander in starrer Verbindung. Bei der Behandlung 
mit Alkohol und Ather lésen sich die bereits von der Zelle befreiten Fett- 
trépfchen auf, die noch innerhalb der Zellen befindlichen bleiben unver- 
aindert. Von den frei herumschwimmenden Inhaltsstoffen wird der Fett- 
anteil weggelost, es bleiben nur mehr die im Phasenkontrastmikroskop 
schwarz erscheinenden Volutinkérnchen wibrig, die dann noch durch Me- 
thylenblaufarbung identifiziert wurden. Diese Kérnchen sind stellenweise 
ziemlich dicht tiber das ganze Gesichtsfeld verstreut. Es ist interessant, 
daB das als Eiweibreservestoff bekannte Volutin von diesen proteo- 
lytischen Fermenten in keiner Weise angegriffen wird. 

In Pufferlésung sind die Zellen nach 7 Tagen noch immer dunkel und 
schwer einstellbar. Man bemerkt keine Verfliissigung, sondern dunkle, 
unregelmabig gekérnelte Substanz, die sich etwas von der Wand abhebt. 
Das Praparat bleibt durch Tage hindurch véllig unverindert. Die vor- 
her beschriebene Wirkung wird also nur durch das Ferment hervor- 
gerufen. 

Torula utilis (elektronenoptisch) 

Die Untersuchung der vorstehend beschriebenen Praparate im Elek- 
tronenmikroskop ist zum Teil sehr aufschluBreich, wie aus den im be- 
schrinkten Make durchgefiihrten Beobachtungen bereits hervorgeht. 
Man kann aber auf jeden Fall erst nach griindlicher Durchforschung der 
Objekte im Lichtmikroskop das hier Gesehene annihernd richtig deuten. 
Bei der Betrachtung der frischen Hefezellen und der gréberen Veriande- 
rungen im Zellinnern ist das Lichtmikroskop, und besonders das Phasen- 
kontrastmikroskop, unbedingt vorzuziehen, wihrend das Elektronen- 
mikroskop wieder Feinheiten an der Zellwand und den ausgetretenen 
Inhaltsstoffen zeigt, die im Lichtmikroskop nicht mehr zu sehen sind. 

Frische Hefezellen sind im Elektronenmikroskop véllig undurchstrahl- 


bar, man sieht nur einen homogen schwarzen Schattenri8 der Zellen 
mit scharf gezeichnetem Rand. 
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Abb. 4a zeigt eine Zelle von Torula utilis nach 10tagiger Ferment- 
behandlung. Der Ansatz wurde von einer 5 Tage alten Kultur gemacht. 


Die Randpartie der Zelle ist bereits durch- 
strahlbar, die Protoplasmareste bilden mit 
den Inhaltsstoffen einen dunklen Klumpen 
im Inneren. Aufnahme 4b wurde am gleichen 
Praparat gemacht. Von der Zellwand ist nicht 
mehr viel zu sehen, das Protoplasma ist an 
mehreren Stellen stark anverdaut oder aus- 
einandergerissen. Der dunkle Innenteil diirfte, 
nach den Beobachtungen im Lichtmikroskop 
und nach der gleichmaBig runden Gestalt zu 
urteilen, Fett sein. Im Lichtmikroskop ist der 
die Fettkugel umgebende Teil der Zelle nur 
mehr ganz schwach zu sehen (vgl. Abb. 3b). 
Auf Abb. 4c sieht man die gleiche Torula- 
Kultur nach etwas langerer Fermenteinwir- 
kung (2 Wochen). Das die Inhaltsstoffe um- 
gebende Protoplasma ist bereits ziemlich ver- 
schwunden, die Zellwand ist noch schattenhaft 
erkennbar. AuBerdem ist die ganze Umgebung 
der Zellen stark verschleimt. 


Wolfrum Sprithefe (Phasenkontrast) 

Die Wolfrum Sprithefe ist als Zuchthefe viel 
empfindlicher als die vorher besprochene 
Torula utilis und wird daher vom Ferment 


Abb. 4a. Torula utilis, Ferment- 
behandlung 10 Tage, 
Elektronenmikroskop 5000: 1 


Abb. 4b. Torula utilis, Ferment, 
behandlung 10 Tage, 
Elektronenmikroskop 6000 : 1 


viel rascher und stairker angegriffen. Schon nach 24 Std sind die Zellen 
aiuBerst stark veriindert, die Vacuolen sind sehr vergroBert und die Zell- 
inhaltsstoffe schwimmen lose als Kliimpchen im Inneren der Zelle herum, 
wobei man den Eindruck hat, als ob die einzelnen K6rnchen an festen 


Protoplasmafiden kleben 
und dadurch zusammen- 
gehalten wiirden. Bei man- 
chen Zellen liegen auch 
auBerhalb, um die Zellen 
angehauft,den Hinschliissen 
ahnliche Korperchen, so 
daB die Annahme naheliegt, 
daB Inhaltsstoffe irgendwie 


aus Zellen frei wurden und | 


™ 


oo die Umgebung austreten Abb. 4c. Torula utilis, Fermentbehandlung 2 Wochen, 
konnten. Entweder kann Elektronenmikroskop 15000 : 1 
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dies durch Zerstérung der Wand dieser Zellen oder durch vollkommene 
Auflésung von Zellwand und Protoplasma einer anderen, daneben 
gelegenen Zelle geschehen sein. Letztere Annahme wird noch dadurch 
bekraftigt, da sogar einige abnliche Anhaiufungen im Praparat zu 
sehen sind, bei denen man iiberhaupt keine Umrisse einer Zelle mehr 
bemerkt. Die Kliimpchen von Zellinhaltsstoffen vollfiihren sowohl inner- 
halb der Zellen, als auch frei in der Fermentlésung eine heftige BRowN- 
sche Molekularbewegung, deren Geschwindigkeit iiberall gleich zu sein 


ES ; “. 
Abb. 5a. Wolfrum Spritheje, Fermentbehandlung 
24 Std, Phasenkontrastmikroskop 1200: 1 3 Wochen, Phasenkontrastmikroskop 1200: 1 


scheint. Es ist also anzunehmen, da das im Inneren der Zellen befind- 
liche Medium bereits die gleiche Viscositiit wie die waBrige Ferment- 
lésung hat. Vereinzelt kann man auch Offnungen oder diimne Stellen an 
der Zellwand finden, meistens an einer Schmalseite des Ovales. Auch sind 
oftmals ganz eigenartige Einstiilpungen der Zellwand zu sehen. In 
Abb. 5a sind auch schon freie Teilchen zu erkennen, die aber entweder 
noch die typische Anordnung wie in der Zelle aufweisen oder noch einen 
Schimmer der sie umgebenden Zellwand erkennen lassen. 

Wo die Zellwand noch unversehrt ist, schwimmen die Inhaltsstoffe 
frei in dem farblosen und homogen verfliissigten Zellinhalt herum. Die 
gleichen K6rperchen findet man auch auBerhalb der Zellen in der Lésung, 
sie sind in ihrem Aussehen und in ihrer Bewegung jenen anderen so ihn- 
lich, das sie eindeutig als Zellinhaltsstoffe erkannt werden kénnen. Fett- 
kugeln findet man in der Wolfrum-Sprithefe in geringerem Mabe, dafiir 
treten die Volutinpunkte stark in den Vordergrund. Fast alle Zellen 
sehen gleich aus, es ist eine nahezu 100°, ige Reaktion festzustellen. Auf 
Abb. 5b, die von einer Wolfrum-Sprithefe 3 Wochen nach dem Ansatz im 


Ferment stammt, sieht man besonders sch6n Anverdauungen und freie 
Inhaltsstoffe. 


Wolfrum-Sprithefe (elektronenoptisch) 


Abb. 6a, nach 5tiigiger Einwirkung des Fermentes gemacht, laBt er- 
kennen, dafs die Zellwand stark gequollen, verschleimt und stellenweise 
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bereits in Auflosung begriffen ist. An Abb. 6b und 6c kann man deutlich 
sehen, wie sich der Inhalt von auBen nach innen zersetzt. Besonders ein- 
drucksvoll sieht man das Auflésen der Zellwand an der EKinzelzelle 
(Abb. 6b). Bei der Zellgruppe (Abb. 6c), 
an der man noch die Umrisse von vier Zel- 


Abb. 6a. Wolfrum Spritheje, Fermentbehandlung Abb. 6b. Woljrum Sprithefe, Fermentbehandlung 
5 Tage, Elektronenmikroskop 5000: 1 10 Tage, Elektronenmikroskop 6000 : 1 


len erkennen kann, scheint die eine Zelle sehr stark vergréBert und 
an der linken Seite aufgerissen zu sein. Es ist aus Vergleichen mit 
dem Lichtmikroskop mit Sicherheit anzunehmen, dab die kleeblatt- 
ahnlichen Gebilde neben der Gruppe Zellinhaltsstoffe sind (vgl. Abb. 5a). 


Die Wirkung von Papain auf Pilze 


Wir fiihrten die Versuche hauptsachlich mit Citromyces decumbens, auBerdem 
mit Penicillium expansum durch. Diese Pilze wurden entweder auf Bierwiirze-Agar 
in Schragrohrchen oder auf fliissiger verdiinnter Bierwiirze in Erlenmeyer-K6lbchen 


bei Zimmertemperatur ge- 
zuichtet. Conidien und Hyphen 
behandelten wir getrennt mit 
Ferment. 


Conidien 

Die frischen Conidien 
sind schén geformte, gleich- 
maBig groBe, rundlich ovale 
Gebilde, die im Phasen- 
kontrastmikroskop kaum 
durchstrahlbar und daher 
schlecht einzustellen sind. 
24 Std nach dem Ansatz 
oe gare ee lala ig ; Abb. 6c. Wolfrum Sprithefe, Haecibohakainne 2 Wochen, 
Acetat-Puffer sind die Blektronenmikroskop 15000 : 1 


Conidien bereits scharf ein- 

stellbar und leicht aufgehellt, was méglicherweise aut einer gewissen 
Viscosititsabnahme des Inhaltes beruhen kann. Nach fiinf Tagen sieht 
man zahlreiche groBere und kleine Fetttrépfchen iiber das ganze Praparat 
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verteilt. Es ist bekannt, daB die Zellmembran der Conidien stark 
verfettet ist. AuBerdem wurde bei Aspergillus niger beobachtet, daB bei 
der Autolyse der gr6Bte Teil des Chitins abgebaut wird (BRINGMANN). Es 
ist also méglich, daB bei den vorliegenden Versuchen aus der Zellwand 
das Chitin herausgelést wurde, und da® das Fett aus diesem nunmehr 
lockeren Verband leicht austreten kann. Es steht im Einklang mit dieser 
Entfernung des Fettes, dafs die Zellen besser durchstrahlbar werden 
(Abb. 7a und b). Auf Abb. 7b sieht man, wie stark die Zellwand zerstort 


« 


Abb. 7a. Conidien von Ci- Abb. 7b. Conidien von Ci- 
tromyces decubens, Fer- tromyces decumbens, Fer- 
mentbehandlung 5 Tage mentbehandlung 6 Tage, 
Phasenkontrastmikro- Phasenkontrastmikro- 
skop 1200: 1 skop 1200 :1 


werden kann. AuBerdem fallt eine starke Quellung auf. Die Aufnahme 
wurde 6 Tage nach dem Ansatz mit Ferment gemacht. 

Im Parallelpraparat in Pufferlésung sind die Conidien noch nach acht 
Tagen unverandert und keine Fetttr6épfchen zu sehen. 


Hyphen 
Zur Gewinnung der Hyphen ziichteten wir die Pilze auf fliissigem Nahrboden. 
Nach ein bis zwei Tagen kann man mit der Platinnadel kleine Teile des Mycels her- 
ausnehmen, die man dann auf einem sterilen Objekttrager mit 2 Nadeln zerteilt. 


Die Hyphen von Citromyces decumbens sind stark verzweigte, septierte, 
langgestreckte, zylindrische Zellen, die unregelmaBig von Protoplasma 
erfiillt sind, in welches viele verschieden groBe Fettkugeln eingebettet 
sind. Wenn man zerzupfte, also mechanisch stark verletzte Pilzhyphen 
mit Ferment ansetzt, zeigt sich eine iiuBerst kriiftige Wirkung. Nach 
zwei Tagen sind die Hyphen nur mehr farblose, ungefiillte Zellwinde. 
Die Wand ist sehr arg mitgenommen, gefaltet und verdreht, teils sind 
die Wande vollkommen aufgeschlitzt, aufgerissen und zerquetscht. Es 
ist nicht erkennbar, ob die Triimmer und dunklen Kérnchen, die um 
dieses zerstérte Gebilde herumliegen, Inhaltsstoffe sind. Nach 4 Wochen 
kann man nur mehr langgestreckte, gefaltete, zerquetschte und zer- 
faserte Hautfetzen erkennen, die farblos und im Mikroskop schlecht 
sichtbar sind. 
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Beim Ansatz von ganzen, mechanisch moglichst wenig beschadigten 
Hyphenkliimpchen im Ferment sind die Umrisse der Hyphen am nachsten 
Tag noch deutlich sichtbar und ziemlich regelmaBig und glatt. Die 
Hyphen sind meist iiberall gleichmafig dick, stellenweise vollkommen 
durchsichtig, an anderen Stellen sind dunkle Inhaltsstoffe, die sich meist 


Abb. 8a. Citromyces decumbens, Abb. 8b. Citromyces decumbens, 


Fermentbehandlung 1 Tag, Fermentbehandlung 9 Tage, 
Phasenkontrastmikroskop 1200:1 Phasenkontrastmikroskop 1200: 1 


von der Wand zuriickgezogen haben (siehe Abb. 8a). 9 Tage nach dem 
Ansatz hat sich der Zellinhalt zu langeren oder kiirzeren, im Phasen- 
kontrastmikroskop dunkel erscheinenden Stiicken in der Mitte der 
langen Zellen zusammengezogen und befindet sich an vielen Stellen in 
zitternder Bewegung innerhalb der ruhigen Zellwand, was wieder darauf 
schlieBen laBt, daB die festen Protoplasmareste samt Inhaltsstoffen in 


2 


Abb. 8c. Citromyces decumbens, Fermentbehandlung 12 Tage, Phasenkontrastmikroskop 1200 : 1 


einer im Zellinneren vorhandenen Fliissigkeit schwimmen. Die Hyphen 
sind schon sehr stark durchsichtig geworden und man sieht deutlich und 
klar die Zellinhaltsstoffe. Stellenweise sind die Hyphen stark und un- 
regelmaBig gequollen und weisen oftmals starke Einschniirungen und 
Verdrehungen auf. Die Zellwand ist zum Teil in Falten gelegt. Auf 
Abb. 8b ist ein Stiick bereits ganz aufgerissen und zerquetscht und der 
Inhalt tritt aus. Nach 12 Tagen sind die wurstformig zusammen. 
belagerten Zellinhaltsstoffe bereits vollig von den quellenden Wanden 
gefreit, wie auf Abb. 8c zu sehen ist. 
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Makroskopisch sind diese Mycelkliimpchen nach der Fermentbe- 
handlung ganz weich geworden und lassen sich im Gegensatz zu den 
frischen leicht zerteilen. 


Die Wirkung von Ferment auf Bakterien 


Analoge Vorginge konnten wir auch bei der Behandlung von Bak- 
terien mit Ferment beobachten. Allerdings waren hier die Untersuchungen 
wegen der geringen GréBe der Objekte sehr schwierig und ohne den Ver- 
gleich mit der Hefe hatte man kaum irgendwelche Schliisse auf die Vor- 
ginge in den Zellen wihrend der Fermentbehandlung ziehen kénnen. Bei 
den Bakterien (Bacillus subtilis und Bac. asterosporus), die wir sowohl 
mit Papain, als auch mit Trypsin ansetzten, beginnt sich ebenfalls nach 
einiger Zeit der Inhalt aufzuhellen. Unter Trypsineinwirkung zeigen sie 
eine gewisse Neigung zur Kettenbildung, bzw. zu sonstigen Anhaufungen 
der Zellen. Diese Zellketten werden dann Glied fiir Glied farblos und 
bilden nach Auflésen der Zwischenwinde eine Art von Schliuchen, die 
dunkle Volutinkérnchen enthalten. In einzelnen Fallen lésen sich auch 
die letzten Reste der Zellwand auf und es bleiben nur die reihenformig 
angeordneten Volutinpunkte im Praparat iibrig. lm allgemeinen konnte 
man feststellen, daB die Bakterien, die ja bekanntlich eine sehr wider- 
standsfihige Membran haben, nur sehr langsam vom Ferment ange- 
griffen werden. 


Die Starke des Fermentangriffes ersieht man auch daraus, dab die Mikro- 
organismen in den meisten Fallen nach achtstiindiger Fermentein- 
wirkung nicht mehr vermehrungsfahig waren. 

Alle Aufnahmen wurden mit einer BuscH-Kamera mit einer VergréBerung von 
1200 : 1 mit Periplanokular gemacht. Als Beleuchtung diente eine 7 Volt-Punkt- 
lichtlampe. Am RerrcHEert-Mikroskop kam beim Photographieren ausschlieBlich 


das Objektiv ,,Ph 100: 1, Imm, A = 1,25‘ zur Verwendung. Die Abziige sind 
Kontaktkopien. 


Zusammenfassung 


Es wurde die Wirkung von Fermenten auf Mikroorganismen an ein- 
zelnen Vertretern von Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen studiert. In 
allen Fallen konnten iibereinstimmende Veriainderungen beobachtet 
werden, deren Untersuchung und Deutung aber bei den Hefezellen am 
besten moglich war. 


Von dem eiweifispaltenden Papain wurde nach unseren Beobachtungen 
bei allen untersuchten Mikroorganismen das Protoplasma verfliissigt und 
bei Hefe und Pilzhyphen auch die Zellwand zum Grofteil aufgelést. Die 
Zeitdauer dieses Vorganges schwankt bei den einzelnen Organismen 
zwischen einigen Tagen und bis zu 2 Wochen. Der Eiweifreservestofft 
Volutin wurde in keinem Fall angegriffen. 
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Bei den sehr widerstandsfaihigen Pilzsporen wurde anscheinend das 
Chitin aus der Zellmembran abgebaut und das daneben enthaltene Fett 
trat in verhaltnismabig groBer Menge aus. 

Bei den Untersuchungen bedienten wir uns neben dem Lichtmikroskop 
hauptsachlich des Phasenkontrastmikroskopes, das ja die Beobachtung 
von Viscositatsinderungen bzw. Dichteveriinderungen einzelner Bezirke 
im Inneren der Zelle erst ermodglicht. 

Auch unter dem Elektronenmikroskop konnten, allerdings erst nach 
eingehendem Studium mit dem Lichtmikroskop, aufschluBreiche Be- 
obachtungen iiber den Abbau von Zellwand und Protoplasma gemacht 
werden. 
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Dose-effect curves of s-mutation and killing 
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By 
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(Eingegangen am 15. Oktober 1955 ) 


The dose-effect curve is a basic experimental result necessary for the 
biophysical analysis of biological radiation effects. It can indicate the 
number of single molecular events necessary in a cell to initiate reactions 
leading to the biological effect observed, e. g. mutation. The following pages 
deal with observations on the response of the s-mutations and the bacteri- 
cidal effect to various doses of different radiations in a red strain of Serratia. 

The s-mutations appear as colonies consisting of the red parent and one 
or more sectors of white, or rarely pink, mutated types (KAPLAN, 1948 a, 
1951). The formation of this mosaic during colony growth is a special 
case of mutation delay and probably due to a very unstable state of the 
genetic material (KAPLAN, 1952a, 1953b). A similar case seems to be 
the instability of variants in Streptomyces described by NEwCoMBE (1953). 
The s-mutations are induced by different radiations and show the 
characteristics of mutations in other organisms, except that they are 
much more frequent than usual. Therefore mutated and normal colonies 
can be scored conveniently on the same plate. 

The main problems on which these studies have a bearing are the 
deviation of the dose-mutation curve from the onehit function at high 
doses of different radiations (x-rays, short wave uv, long wave uv, 
photodynamic action) and the photoreversion of the uv-induced muta- 
tions. The observations are not the results of completely systematic 
studies but rather by-products accumulated during investigations with 
other aims during past years. 


Strain, Types of Mutation, and Methods 


The strain of Serratia marcescens (= Bacterium prodigiosum) used since 1945 was 
obtained from the Institut fiir Mikrobiologie at Gottingen, Germany. Since a large 
number of single colony isolations were made, in part after uv-irradiation, it is no 
longer identical with the original strain as shown for example by the higher per- 
centage of uv-induced s-colonies than was found originally. The strain is resistant 
to all 4 phages isolated by WasseRMANN and SeLIGMANN (1953). The synthetic 
medium used (“‘mi’”’-medium) is composed of 5 g. citric acid, 3 g. (NH,) H,PO,, 
0.3 g. NaCl, 0.3 g. MgSO, + 7H,0, 0.05 g. CaCl, 6.2 g. KOH, 30 g. glycerine, 22 g. 


*In Dankbarkeit fiir die in den U.S.A. genossene Gastfreundschaft. 
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Agar, 10 cc. solution with trace elements usual for ZF. coli, 1000 ml HO; pa 
(adjusted with KOH). The strain is maintained by transfers every 2 or 3 months on 
slants of ‘‘complete-agar’’ (since Oct. 1953, Difco nutrient agar; earlier, 1000 ml. 
mi-agar + 5 g. meat extract + 5 g. yeast extract + 5 g. Biomalz) kept at 5° C after 
3 days, incubation at 30° C. 


At the incubation temperature of 30°C the colonies reach the sta- 
tionary phase after 2 days. At that time surface colonies contain about 
95% single, mostly uninuclear cells of short ellipsoidal shape. The 
s-colonies consist of a mosaic of several red and white, sometimes also 
pink, parts and were usually scored after 2 days, when they are most 
clearly expressed. Later the borders of the mutant white or pink sectors 
get more diffuse. Even in 2-day old s-colonies the distribution of the 
mutated parts is for the most part not clearly sector-like; the spots often 
have irregular borders, are cloudy, and do not always reach the colony 
edge. Because of this appearance they were called ‘‘Schlieren’’—or 
s-colonies. This irregularity is very probably caused by cell-shifting in the 
colony during the growth, and by growing mutant clones reaching 
the upper surfaces of the colonies. The appearance of the s-colonies 
varies a little in different lots of medium. Also the number of s-colonies 
discernable on a plate is influenced by the size and number of the colonies 
on a plate. Therefore, only uncrowded plates of the same series can be 
compared exactly. 

The color of the parent type (r) colonies is a strong carmine red; 
colonies incubated more than 3 days are a little paler and show at the 
edges many very small white sectors resulting from spontaneous mu- 
tations. In early studies (KAPLAN, 1947) the spontaneous mutation rate 
of ‘‘red”’ to ‘‘white’’ (r — w) was found to be very high, about 10-? to 
10-° per day (according to the line) in stationary colonies at 30°. Post- 
cultures of 2—3 day-old parent r-colonies contain about 2%, “white”’ 
(w) colonies. The latter are not completely white but contain a trace of 
red. The w-type is more mutable than the r-type, different w lines mu- 
tating from w — r at rates of from 10-1 to 10-? per day. Besides the 
w-type, an average of 2.17+0.11% s-colonies, less than 0.1% pink (h), 
and more rarely, dark red colonies (dr) appear spontaneously in r-post- 
cultures. At the moment it is not clear whether the “pure” w are all 
derived from earlier s-mutations (r > s — w) or from direct and 
spontaneons r —> w mutations. Postcultures of 2-day-old w-colonies 
consist of about 20% r and 2.07--0.29% s besides the parental w-type. 
Postcultures of s-colonies contain, besides r, about 20 to 50% w, some- 
times several percent h, and an average of 4.23-++0.19% s-colonies. Very 
occasionally after uv-irradiation s-colonies were found with r, w, h, s, 
yellow (g), and pure whites (wg). The latter type mutates to g with a 
rate about that of w —r in the normal w-type. This indicates that the 
g-type probably arose by the mutation of a gene g* in the r-type to the 
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stable allele g, which is independent of the w*-gene(s) involved in the 
frequent mutation wt -> w. Since the percentage of s-cells in s-colonies 
is significantly (P < 10-1) higher than in r-, as well as w-colonies the 
unstable s-type must be due to a heritable instability of the genetic 


material (KAPLAN, 1952a, and unpubl.). 

It has to be considered whether or not the s-colonies could be simply due to 
clusters of r- and w-cells. Five facts exclude this possibility: (1) Microscopic tests of 
suspensions revealed about 5% clusters of 2 or, rarely, more cells, of which most are 
surely sister cells of the same type. Even if we reject this latter assertion we can 
expect, when about 5% w-cells (2.5% pure w, 2.5% in s-clusters) are in an r-sus- 
pension, 5% 5% or 0.25% s-clusters; the percentage of s-type actually found is 
10 times higher. (2) For clumping to cause an s-colony there need be an encounter 
between a w-and a r-cell. The chance of such a collision increases nearly in pro- 
portion to the square of the time during which suspensions are mixed, and nearly 
in proportion to the number of w-cells in the suspension. But in suspensions mixed 
for only a few minutes and for 2 hours, respectively, the s-percentage was the same, 
though theoretically 2% single w-cells are still available for clumping. Further, in 
postcultures from s-colonies containing about 30% w, which is more than 10 times 
greater than in r-suspensions, and where the w-cells are in contact with r throughout 
colony development, only 4—5°% s-colonies are found though at least 102% 
= 20% are to be expected if clumping caused the s-type. Also artificial mixture of 
w-and r-suspensions gave no increase of s-percentage with increasing w:r ratio. 
(3) The increase of s-colonies caused by uv cannot be due to an increase of the chance 
for clumping after uv, since irradiation of cells spread and therefore fixed on the 
agar surface yielded about the same s-increase at the same survival rate (99/758 = 
13.2% s at survival 2 < 10~*) as irradiation in suspensions (compare Fig.3). (4) That 
the s-increase by irradiation is not due to a selective survival of clusters compared 
to single cells is indicated, (a) by the increase of the absolute number of s-type 
among all irradiated cells (surviving plus killed ones) at low doses, (b) by the linear 
dose response, which is not possible when differential killing is responsible for the 
s-increase, (c) by the parallel rise of s-dose-effect curves starting from different 
spontaneous s-percentages (KAPLAN, 1952a), (d) by the different photoreactivability 
of s-induction and of killing to be described later. (5) When uv-irradiated cells were 
spread on agar medium and respread after different periods of incubation, the abso- 
lute number of s-colonies increased through the growth of s-cells in the same way 
as did the r- and the w-colonies. 

For use in the irradiation experiments r-colonies, incubated usually for 3 days 
on a ‘“‘mother plate” inoculated from a slant culture, were picked under a dissecting 
microscope and suspended in saline (5g. NaCl, 0.72 g. MgSO,+7H,O, 1000 ml. 
H,O dest.). The density of this suspension was controlled by covering a drop of 
0.02 ml. with a 15x15 mm. coverslip and counting the cells in a certain area in the 
field of a phase contrast microscope; later a turbidometer was also used. The 
suspensions were irradiated in glass beakers of 2.5 em, diameter containing 5 ml. 
Since the layer is then about 1 cm. thick, with densities up to 107/0.1 ec. at most 
only 14 of the cells were overlapping. So nearly every cell got the full radiation 


1 Assume that the area covered by one cell is f, the number of cells per ml. is N 
and the height of the suspension is h. Then the average number of cells covering the 
area f, when we irradiate from above, is a = Nfh. Assuming the values N = 
107/0.1 ce., f = 1 v?, h = 1 em., we get a = 1. Since the distribution of the cells over 
the areas f follows the Poisson formula, the ratio of cell areas covered with more 
than one cell is p = 1—e~8(1 + a); taking a = 1, we obtain p = 0.26~1. 
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intensity. To distribute the radiation equally the suspension was stirred by 
an electromagnetic stirrer. In later experiments volumes up to 25 ml. of 
suspension were used, and then irradiation was done in a Petri dish on a slanted 
turn-table. 

Radiation sources: 1. For x-radiation, a Seifert “Isovolt” machine was 
used operating at 148 KV of DC with 20 mAmp. and a total filtration of 1 mm. 
Al-equivalent, giving about 1200r/min. at distance of 15 cm. from the anode. 
2. For germicidal uv, an Osram HNS 12 U-shaped low pressure Hg-lamp; later a 
Westinghouse Sterilamp with a cover leaving only 8 cm. of the tube exposed. The 
radiation (mainly 254 mu) passed vertically into the open vessel containing the 
suspension. The intensity constancy was tested with an uv-sensitive quartz windowed 
barrier-layer photo cell, later with a normal barrier layer cell that was sensitized for 
uv by a glass-plate covered with a layer of Na-salicylate fluorescing blue in uv. The 
intensity from the HNS 12 lamp at the distance used, measured by a calibrated 
quartz vacuum thermoelement was about 800 erg./min./mm?. The intensity of the 
sterilamp was not measured on an absolute scale. By taking only 8 cm. of the lamp 
lenght the intensity at the distance of 13.5 cm. used was cut down to 30% of that 
yielded by the free lamp. 3. The experiments with longwave uv were made with 
a high pressure Hg-lamp of Osram, type HgQA 500 with the glass bulb removed 
and a filter of ordinary window glass, transmitting waves above about 310 mu. So 
the most powerful radiation was at 366 my and in the short-wave visible light. The 
total intensity measured by the vacuum cell was 5000 erg./min./mm.2. 4. For 
photoreactivation an ordinary table lamp with 2 Westinghouse daylight 
fluorescent 15-Watt bulbs was fixed parallel to a test tube rack carrying the test 
tubes with the suspensions at a distance of 3 cm. On the opposite side of the tubes 
was fixed a reflector of aluminium foil. After the usual dose of one hour the suspension 
was only 2 to 3° C above room temperature. The spectrum of this lamp has a 
roughly constant level between 430 and 620 my. Below 400 my the intensity is very 
small. 5. The photodynamic irradiations were done with a normal Zeiss micros- 
cope lamp containing a bulb of 5 Volts 6 Amps. The heat radiation was filtered off 
by IR absorbing filterglass so that the glowing spiral of the bulb could be projected 
right into the small beaker with the suspension. The energy entering was about 
210° ergs./min./mm.? on the average over the cross section of the beaker. For 
photosensitization the bacteria were viably stained for 1—4 hours before 
irradiation in a solution of 0.005% erythrosine in M/5 phosphate buffer (px = 4.5) 
at 19.5° C in the dark. 

To obtain the different doses, portions of 0.5 or 0.2 cc. of the suspension were 
removed and diluted in saline after various periods of irradiation. For filling the 
pipettes for the dilutions without using the mouth, a 5 mi. glass medical syringe, 
greased with vaseline and to which a short piece of rubber tube fitting the pipettes 
was glued tightly, was convenient. For inoculation of the plates drops of suspension 
of equal size (about 0.1 cc.) were used. The drop-pipettes were glass tubes of 7mm. 
diameter (without points, but simply cut across) that were fixed with 2 clamps to a 
stand. The volume of the drops was constant if the pipettes were well cleaned and 
securely fixed. By this method many inoculations could be done quickly. 

In the figures the logarithm of the number of survivors (colony-forming cells) 
per drop is drawn in the upper part and the percentage of the s-colonies, of the w, or 
other types in the lower part. Since the s-percentage found is usually a little smaller 

; ning up 3 : 
on crowded plates, the curves for plates containing I fo 30) Pome Cae 
“~,”) are separated from those with 300 to 800 colonies (“<’’). x Pp ea ap 
more than 800 colonies were scored. Usually 2 or 3 parallel plates were made. Points 
for different experimental series are marked with different symbols. 
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Results 
1. X-rays. 


The few results obtained with x-rays are shown in Table | and Figure 1. 
The survival curve is a straight line on a semilogarithmic plot; in 


terms of the hit theory this means killing is a one-hit process. The 
2,30 (log N, —log N) 


formal target volume of killing can be calculated as v = Di, 
where Nis the initial viable 
peal’ f eae WES?) count, N that after the dose 
St 0 19.1V.52 D, and I, the number of 
eset © 24.1V.52 6 
55, 8. effective microphysical 


events per cc. of living ma- 
terial. Assuming an ioni- 
zation as the effective event, 
I, would be about 
1.7 x 102cem.—3 (LEA, 1946). 
Hence we obtain from the 
data of series 19. 4. 1952 a 
v of 6.4 x 10° my ora target 
diameter of about 86 mu. 
Compared with the data 
obtained by other authors 
with #. coli (see TIMOFEEFF- 
ReEssovskKyY and ZIMMER, 
1947), this is several times 
larger. This difference is 
no argument against the 
theory since the formal 


0 e 

Pores 2 3 ¢ § min x-rays target volume is only a figur- 
Fig. 1. X-radiation. Log survival: broken lines with ative translation of the 
points, upper part, righthand ordinate. Percentage chance of killing by one 
of s-mutants (solid lines) and w-mutants (broken line): % . 
lower part, left-hand ordinate < = from plates with dose unit and varies 
< 800 colonies, < from plates with > colonies. 


greatly with the external 
conditions during and after 
irradiation. It can be concluded that only one atomic event in a certain cell 
region of about the size of a macromolecule or colloidal particle is able to 
start processes amplified to the visible inhibition of colony formation. This 
sensitive part of the cell may consist of one or many spots distributed in any 
way throughout the cell volume, and can contain one or several differently 
functioning types of structure, e.g. enzyme molecules, chromosome parts, 
microsomes, etc., each leading to death in specific ways when hit once. 
Up to about 1000 r the percentage of s-mutations increases very 
rapidly, apparently also following a one-hit function; at higher doses it 


o,e = different experimental series 
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reaches a roughly constant level though killing still goes on. The possible 
explanations of such saturation curves will be considered later. The 


formal target volume for the s-mutations (Ves ae where m is the 
0 


mutant frequency at the dose D) is about 3 x 104m, its diameter about 
31 my. This is surprisingly high compared with the volumes of about 
10mu* for a single recessive mutation in Drosophila (TIMOFEEFF- 
REssovsky and Zimmer, 1947) or 0.3 my? for the Sd4-reversions and 


Table 1. X-irradiation 
oe ee ee ee, We ee ee ee 


log s-mutants 
F Dose é 
Series sain viable 2 w-mutants 
aaunt < 300 col./pl. > 300 col./pl. 
% % % 
19. 4. 52 0 6.92 12/299 = 4.01 28/824 = 3.40 | 40/1123 = 3.56 
% | 6.53 | 34/454 = 7.50 21/454 = 4.63 
1 6.23 32/220 = 14.6 34/469 = 7.26 | 22/689 = 3.20 
2 5.72 24/208 = 11.5 33/5380 = 6.24 | 27/738 = 3.66 
3 5.20 37/219 = 14.16 21/404 = 5.20 15/623 = 2.41 
5 | 4.08 | 48/465 = 10.32 8/465 = 1.72 
ai 2.85 39/260 = 15.0 45/718 = 6.27 26/978 = 2.66 
25. 4. 52 0 6.94 24/685 = 3.50 62/2603 = 2.34 | 95/2603 = 3.65 
0 yy, 6.83 35/526 = 6.65 111/2048 = 5.30 | 84/2048 = 4.10 
1 6.53 
11% | 6.23 87/1528 = 5.69 | 47/1528 = 3.04 
| 2 | 6.09 73/1097 = 6.65 | 27/1097 = 2.46 


0.5 mu® for T,-phage resistance in H. coli B/r (calculated from data of 
DeMEREC et al, 1946 and 1949). Therefore very probably s-mutations 
do not happen at one but at a greater number of loci, as is true for 
recessive lethals in Drosophila, or seedling color-mutations in dry seeds 
of barley (KaPLan, 1951), where total target volumes are calculated of 
1.8104 and 4x10? my, respectively. The formal target volume is not 
necessarily identical with the volume of the genetic unit changing during 
the mutation process and may even lie in a remote region of the cell. 

From Figure 1 it may be noticed that the percentage of w-mutants 
does not increase but perhaps decreases. This is the same behavior as 
was found in most of the uv-experiments. But since the x-ray sensitivity 
of w-cells was not studied it is uncertain whether or not induction of 
w-mutations by x-rays occurs and is hidden by a stronger killing of 
w-cells. 

2. Short-wave Ultraviolet 


The results are divided into two groups because a different dose re- 
sponse of the killing was observed when the studies were done in Germany 
and, after October 1953, in the U.S.A. They are called ‘‘earlier’’? and 
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“later” experiments. As shown in figures 2 and 3, and tables 2 and 3, a 
nearly straight line function was found for killing at low doses on a semi- 
logarithmic plot (see also KapLan, 1948a and 1952a), in earlier experi- 
ments; later a clearly concave “‘multi-hit”’ curve was obtained. Though 
a few experiments were done to find the cause of the different dose- 
killing curves it could not be discovered. Two possibilities seem to exist, 
after several others were ruled 
out: (1) different trace substances 
in the agar or chemicals in both 
places might cause different uv- 
sensitivity of the cells grown on 
it, (2) a population shift with 
respect to sensitivity types might 
have been brought about by the 
different complete media used for 
stock slants or by trace substances 
in the mi-medium of the mother 
plates. Hence the differences be- 
tweenthe cellsin both groupscould 
be either environmental or geno- 
typic. The latter seems more prob- 
able since a few results among 
the first of the later experiments 
indicate about the same killing 
sensitivity as in the earlier ones. 
Though the cause of the two kinds 
of curves remains uncertain, the 
; - fact indicates that the ‘‘killing”’ 
| Mantra é | of a cell by radiation can be caused 
0 in different ways under different 
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conditions. 
Fig. 2. Germicidal wv. Barlier experiments. For Th d : 
further explanation see Fig. 1 e uv-dose-s-mutation 


curve in the earlier experi- 
ments first increases almost linearly, thenreachesa peak after which it falls 
and apparently levels (see also KAPLAN, 1952a). This is a behavior known 
from many uv-induced mutations, e. g. in Neurospora, Glomerella, and 
Drosophila (SWANSON et al., 1949; Marker, 1953; SELL-BELEITES et 
al., 1942). As will be discussed later, this deviation from the one-hit curve 
can have many causes. At the dose yielding the peak of the s-mutation 
curve the killing curve, in our case, has a break beyond which the 
slope is less. A break in the killing curve near the dose where the mutation 
curve changes was found also in #. coli h- (RYAN et al., 1954). But here 
the mutations show a saturation curve indicating a different mechanism 
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than in our case. The dark red mutant ‘‘dr” and the Debenal resistant 
strain (series 30.9.52 and 27.5. 52 in table 2) seem not to have a breakin 
the killing curve near the s-maximum. The simultaneous occurrence of 
the breaks in the s- and in the killing curve is possibly due to the 
presence of a fraction of cells resistant to mutation and killing. To test 


Table 2. Germicidal uv 


log s-mutants | 
Series ee viable w-mutants 
reat eaunk < 300 col./pl. > 300 col./pl. 
1 yeis93} 0 6.88 28/592 = 4.73 62/2295 = 2.70 | 57/2887 = 1.97 
Vy, 5.71 28/383 = 7.31] 101/1538 = 6.57 | 29/1921 — 1.51 
1 4.34 99/799 = 12.40 10/799 = 1.25 
1Y% | 4.08 | 85/1090 = 7.80 14/1090 = 1.28 
2 | 3.13 | 27/446 = 6.06} 70/1197 = 5.85 | 36/1644 = 2.18 
24% 3.26 53/1085 = 4.88 17/1085 = 1.57 
3 3.28 74/1142 = 6.47 32/1142 = 2.80 
Ei like 63/859 = 7.34 | 7/859 = 0.82 
4 2.97 27/359 = 7.53 | 114/1878 = 6.07 | 32/2237 = 1.43 
1915.53 0 6.46 35/1210 = 2.90 48/1210 = 3.97 
0 Y, 5.63 27/325 = 8.31 69/1297 = 5.32 | 65/1622 = 4.01 
uf 4.71 74/563 = 13.15 | 106/1528 = 6.94 | 67/2091 = 3.21 
1% 3.64 63/461 = 13.68 | 109/1322 = 8.24 | 74/1783 = 4.15 
2 3.20 | 104/1185 = 8.78 27/1185 = 2.28 
20, 2.75 76/1698 = 4.48 | 44/1698 = 2.59 
30.953) 0 | 5.27 | 11/556 = 1.98] 21/1007 = 209+) 0/1563 = 0.00 
dr- Y, 4.88 26/794 = 3.60] 54/2263 = 2.38 | 22/3057 = 0.72 
strain yy, 4.18 22/514 = 4.30] 38/1405 = 2.70 | 10/1919 = 0.52 
3 3.70 13/446 = 2.92] 56/1519 = 3.69 9/1965 = 0.46 
1 | 3.10 | 39/710 = 5.50] 66/1142 = 5.77 | 8/1852 = 0.43 
1% 2.40 13/176 = 7:39 1/176 = 0.57 
2 1.36 12/219 = 5.49 2/219 = 0.91 
27.5.52 0 7.01 8/388 = 2.06 4/388 = 1.03 
Deb. 1 | 5.23 | 38/645 = 5.90 3/645 = 0.47 
Res- 2 3.87 9/249 = 3.62 0/249 = 0.00 
strain 3 2.83 10/298 = 3.36 1/298 = 0.34 
4 2.65 13/584 = 2.23 3/548 = 0.52 
5 2.36 16/857 = 1.87 2/857 = 0.23 


this possibility suspensions from 10 single survivor colonies of a high 
dose (3 min.) were irradiated. No higher resistance and no smaller 
induced s-mutation rate than that of the normal strain was found. So the 
supposed resistants, whose frequency in the population would have to be 
about 10-3, cannot be stable mutants. 

In the later experiments the killing curves are concave down- 
wards (see Figure 3). This shows that killing is caused by several micro- 
physical absorption events. Two main multi-hit models are possible: 


(1) one target must be hit several times, (2) several targets must. be hit 
5* 
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one or more times each. Therefore a dose curve of this type cannot be inter- 
preted unambiguously. A useful simplification of the multiple target 
model is that each target unit is to be hit once. Then by extrapolating 
the semilogarithmic straight part of the curve back to the ordinate the 
number of one-hit-targets can be obtained as the intersection (ATWooD 
and Norman, 1949). From the curves of series 17.2.54and 5.2.54 a value 
of about 18 targets is obtained. 
The main difference between the 
eae shape of curves of this second and 
© 5.4 the first model is that the “‘true 
L wv +ligth multi-hit“‘ curves never become 
straight lines at high doses when 
plotted onasemilogarithmicscale. 
The concavity of our curves until 
a survival of 10-* is similar to a 
curve with 4or 5 hits in an assum- 
ed single target. The bend of this 
multi-hit curve below a survival 
rate of 10-2 is so weak that it 
cannot be distinguished from the 
straight line of the multi-target 
curve with the data available. 
Thus the question remains open 
whether the change of the killing 
mechanism from the early to the 
later experiments is due to a 
change from inactivation by one 
to several hits in a single target, 
or to the “‘creation”’ of more spots 


Fig. 3. Germicidal uv without and with post- sensitive to uv of which several 


treatment with light. Later experiments. For must be hit. 
further explanation see Fig. 1 


0 7 2 minuv 


The s-mutations remained 
one-hit events also under the later 
conditions as is shown by experiment 17.2.54 and several others not report- 
ed here. Since the absolute dose under both the earlier and the later condi- 
tions cannot be compared exactly and the chance of manifestation of 
s-mutations was probably not exactly equal in both groups it is uncertain 
if the mutation rate per dose unit was changed. Nevertheless, the ratio 
of mutation to killing is not very different at low doses, for a survival 
of 10~-* yielded maximally about 11% s-mutations in both groups. In the 
later experiments the dose-s-mutation curve was not pursued to high 
doses where a decrease would be expected. Only at the highest dose used 
a slight deviation from the one-hit function was observed. No break in the 


Dose-effect curves of s-mutation and killing in Serratia marcescens 69 


survival curve can be seen, though survivals of 10-4 or 10-> are much 
below those at the break in the earlier experiments. Thus under the later 
conditions no resistants seem to exist. 

The behavior of the w-mutants varied in different experimental 
series. In the earlier ones the percentage of w remained nearly constant, 
as was true also in experiments not reported in detail here. In the later 
experiments sometimes a slight increase and sometimes constancy was 
observed. The causes of these variations were not studied. A few irradia- 
tions of suspensions from w-colonies showed that the w-cells are more 
sensitive to uv than the r-cells (e. g. survival after a dose of 1 min. was 
8 x10~* for w, 1.6 10-4 for r) and that they also have a multi-hit kill- 
ing curve. From this a decrease of the w percentage with the dose is to 
be expected, and the constancy or increase found must be due to induc- 
tion of w-mutations. 

The problem whether the increase of the mutant percentage is due to 
selection or mutation induction or both, exists, of course, also for the 
s-mutation. It was solved earlier (KAPLAN, 1952a) in the sense that 
s-mutation induction must be at least the overwhelming source of the 
increase by the findings that (1) the absolute number of s-type cells 
increases at low doses, (2) the amount of increase is independent of the 
percentage of spontaneously arisen s-cells, (3) the increase is not concave 
as would be necessary if selective killing of normal r- compared with 
s-cells took place. Observations (2) and (3) also indicate that s- and normal 
r-cells are killed by uv at about the same rate. 

In connection with the observed change of the killing curve a few 
studies were made on modification of the uv-effects by external fac- 
tors. The temperature and time during which the cells were suspended 
in saline before irradiation was varied. Cells of 2-day old colonies kept 
for 2 hours at 29° C before an irradiation of 1 min. gave a little though 
significantly higher survival (4.0 x 10-*) than cells kept for only 18 min. 
at 29° (1.9x10-) or for 2 hours at 0° (1.510). Experiments com- 
paring cell suspensions from colonies incubated for 2 and 3 days showed 
that the longer incubation caused the cells to be significantly more re- 
sistant (e. g. a survival of 1.9 x10-5 vs. 2.9 10-4 after 1 min. uv). An 
interesting change of killing sensitivity was found by irradiating cells 
suspended in saline of varying concentration. Cells kept in pure water 
for about 20 min. at 25° gave a survival of 6.6 x10-> after 1 min. uv; in 
0.5% saline, 1.1 x10-4; in 1% saline, 1.9 x 10~*; in 2% saline, 3.6 x 10-4; 
and in 5% saline, 3.0x10-*. Here a maximum of resistance seems to 
occur in about 2°% saline. This fits the results obtained with cells irradi- 
ated with uv on gelatine films in air of different humidity. A strong 
increase of the sensitivity to killing and s-induction was found in dry air. 
This problem of the influence of water content on the uv-sensitivity is to 
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be studied later because of its possible bearing on the question of in- 
directness of uv-effects. None of the factors studied here is able to cause 
the whole of the difference in killing sensitivity between the earlier and 
the later experiments, especially since no real change of the multi-hit 
nature of the curves was observed. The s-frequency varied around 11% 
with 1 min. uv without a significant correlation with the pretreatment, 
except in dry air. 


3. Photoreversion of the uv-effects 


In the later experiments the reactivation of “‘killed’’ cells and the 
reversion of s-mutations was studied. In older studies (Kaptan, 1951) 
clear reactivation was found, but the s-mutation reversion was interfered 


Table 3. Germicidal uv and Photoreversion 


Dark uv + Light (1 hour) 
Series ieee Log s-mutants | s-mutants 
min viable < 300 col./pl. Log viable count < 300 col./pl. 
count | % % 
17.2.54 0 6.62 8/248 = 3.22 6.60 5/238 = 2.10 
es 5.42 | 47/5381 = 8.85 
als 3.43 19/163 = 11.7 
1 1.26 5.62 36/838 = 4.30 
2 4.43 31/537 = 5.77 
3 1.74 
1.2.54 0 6.56 | 20/982 = 2.04 6.65 16/767 = 2.09 
VE 5.32 52/471 = 11.0 
1 2.18 37/318 = 11.6 5.97 20/562 = 3.56 
2 5.11 29/503 = 5.76 
5.2.54 0 6.51 11/652 = 1.69 
Y, 5.77 14/356 = 3.94 
iy 4.83 35/581 = 6.02 
3/, | 3.64 | 51/549= 9.30 
1 2.19 | 40/364 = 11.0 light after 40 min. darkness: 
2 3.39 31/466 = 6.64 


with by the induction of mutations by the light used which contained 
long-wave uv. The light used later consisted mainly of visible radiation 
above 400 mu; it induced no s-mutations but caused only strong reacti- 
vation (Figure 3, Table 3), The multi-hit type of the killing curve and 
also the one-hit nature of the s-mutations is retained after post-treatment 
with light. The uv-dose (D,) needed with light was compared with the 
uv-dose (Dq) required without light by calculating the dose reduction 
coefficient ¢ = D4/D, (see Novick and Szmarp, 1949). On the average 
for killing ¢, = 0.28 and for s-mutation c,, = 0.10 in the series where the 
light followed the uv immediately (1.2.54 and 17.2.54). When a lapse of 
40 min. was introduced between uv and light treatment, during which 
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time the cells remained in saline at 26° in the dark (5.2.54), ¢, = 0.39 
and ¢,, = 0.27. The difference in the ratios C;/Cm 18 probably real since 


the s-percentage found with 2 min. uv + light is 6.7 + 1.1%. The value 


0.10 : . 
expected for c,, = 0.98 *0-39 = 0.14 is 4.3%, which differs by 2.2 stand- 


ard errors (P = 0.03) from the value found. These findings indicate that 
the photoreversible part of the uv-effect is significantly greater for the 
s-mutations than for killing, and that the decay of thereversiblestate in the 
dark probably goes on faster with regard to s-mutation. So the photo- 
reactivability of both processes seems similar but not identical. This can be 
understood by assuming that the hits in both cases happen in similar 
substances, such as proteins or nucleic acids, but of different fine struc- 
ture, e.g. in different cell organelles. From the few points available at 
different doses for both effects, it is not possible to decide whether or 
not the c-values vary systematically with the dose. The high reversion 
efficiency of light practically devoid of 366 my radiation, a wavelength 
most efficient in H. coli (KELNER, 1951), may indicate that in Serratia 
photoreversion is most pronounced in the visible region. 


4. Long-wave Ultraviolet 

When in older experiments glass-filtered high pressure Hg-radiation 
was used, a remarkable increase of the s-mutations (KAPLAN, 1952b) and 
mutants resistant to the sulfonamid Debenal (for method see Kapuan, 
1953a) was found. The most surprising point was that no killing could 
be observed though the doses were very high (up to 150,000 ergs/mm.?). 
Hence the increase of these mutants must be due to induction and not to 
selection. The data of table 4 show that the increase of the frequency is 
probably linear and seems to reach a saturation level at 6 or 7%. The 
w-mutants are not increased significantly. With the fluorescent lamp 
which emits mainly visible light and was used later for photoreactivation, 
no s-induction was observed. Thus the mutagenic spectrum must lie in 
the long-wave uv between about 310 and 400 my, and must be different 
from, though perhaps overlapping the main reactivating wavelengths. 
To test whether the mutagenic action could be due to substances released 
by the cells into the suspension and made mutagenic by the radiation 
(LaTaRseT and Mineric, 1953), suspensions diluted to different extents 
were irradiated. But no different s-percentages were induced (Table 4). 
So the long uv seems to act directly on the cell, though possibly spatially 


indirectly within it. 
5. Photodynamic induction 


The induction of mutations by visible light in cells vitally stained with 
erythrosine has been shown for Serratia (KapPLan, 1948b, 1949b), for 
T, phage-resistant mutants (KAPLAN, 1950a) and biochemical h~ -> ht 
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(Kaptan 1950c) mutations in Z. coli 15, and for Penicilliwm notatum 
(Kapian, 1949a). In the older experiments with Serratia all types of co- 
lony variants were scored as mutants, including a great class of dwarf colo- 
nies. Postcultures of dwarf colonies (z) did not give smaller colonies than 
normal when they were incubated until the natural cessation of growth 


Table 4. Long Wave wv 


Series ed Viable count | ane aae | bd aaa 
17.12.51 0 458 11/458 = 2.40 6/458 = 1.31 
By eave! | 18/524 = 3.44 9/524 = 1.72 
6 386 19/386 = 4.92 7/386 = 1.81 
10 526. $ x 10+ 19/526 = 3.62 12/526 = 2.28 
15 452 21/452 = 4.65 | 8/452 = 1.77 
r 20 424 27/424 = 6.37 9/424 = 2.12 
30 330 25/330 = 7.58 7/330 = 2.12 
10.1.52 0 153 26/1197 = 2.17 | 
5 108 x10} 44/773 = 5.68 | 
as 13h ASRS re Debenal- Resistants 
2.5.52 Ouin 86 9/217 =4.15 | 3/8.6x10®°= 0.35x 10-6 
5 ad bal 4 TT7S19W 3 34: | 1.4/7.5 10° =~ 1.87 105¢ 
10 gs ( <1 | is/os5 = 5.26 
30 90 21/299 = 7.04 1127/9.0x 10° = 14.1 x10-* 
8.8.52 0 557 20/557 = 3.59 | 
10 532 x 10° 28/532 = 5.26 | 
30 442 29/442 = 6.56 | 
0 489 | 21/489 = 4.30 | 
10 512 ! * 104 35/512 = 6.83 
30 467 25/467 = 5.36 | 
OS pestis 23/595 = 3.87 
10 529 x 10° 28/529 = 5.31 | 
30 | 479 28/479 = 5.86 | 


(2—3 days). But measurement of the colony size during the growth of the 
postcultures (at the 23rd or 19th hour) yielded average diameters 60 to 
90% smaller than normal, and the same was found for postcultures of 
dwarf descendents. Therefore it was assumed that the bulk of the z- 
colonies were genetic variants (KAPLAN, 1950b). Later studies of z-post- 
cultures showed that only a part of the z-colonies clearly inherited the 
dwarf character and that certainly a high proportion were temporary 
modifications (perhaps due to fission delay, etc.). Since the quantitative 
measurement of z-postcultures is rather laborious, the exact ratio of 
mutants to modifications, and especially the dose relations, have not yet 
been clarified. In the observations reported here the s-type was scored 
in addition to the z-colonies. 

Figure 4 and Table 5 show that the dose curve of the s-mutations 
seems to differ from that for the z-variants insofar as the s-frequency 
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probably reaches a maximum at 
lower doses than the z-frequency. 
The dose relationship of the total 
variant percentage of which the 
z-type makes up about 1/5 to 4/5 
was shown earlier to be a 2-hit 
curve at lower doses. The concave 
shape of the s-curve at low doses 
in series 15. 10.51 suggests this to 
be true also for the s-mutations; 
but a 1-hit curve is still allowed 
by the limits of error (see Figure 4), 
though it is not probable. In the 
latter case photodynamic and uv- 
induction would not differ in hit 
number. Such a similarity be- 
tween the curves obtained in ex- 
periments with the two types of 
irradiation was found in Penicil- 
lium and in £. coli h~ (Kapuan, 
1949a, 1950c). The killing curve 
for photodynamic action is ap- 
parently a 1-hit curve. In contrast 
to the earlier uv-killing curves no 
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Fig. 4. Photodynamic action. For further expla- 
nation see Fig.1. Percentage of dwarf colony 
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Table 5. Photodynamic action 


“Z’, broken line): lower part, 


s-mutants 


| 


Dose Log —_——— — —— | w-mutants Z-colonies 
es | sec viable] < 300 col./pl. > 300 col./pl. | 
count % %, . % | %, 
0.| 0(Oh)! | 7.15] 7/439 = 1.59 5/489 =1.14 | 2/489 = 0.45 
1 | O(1h)! | 7.09] 7/368 = 1.90 | el Ub hoteles 
“| O(4h)2 | 6.79] 12/351 = 3.42 | 18/622 = 2.90 | 9/973 = 0.93 16/973 == 1.65 
10 6.66 | 12/476 = 2.52 | 22/947 = 2.39 | 17/1423 = 1.19 | 37/1423 = 2.60 
| 20 | 6.47| 12/249 = 4.82 | 23/889 — 2.59 ; 18/1138 = 1.58 | 35/1188 = 3.07 
| 30 6.24 | 22/351 = 6.28 | 5/351 = 1.42 27/351 = 17.70 
40 6.00! 12/164 = 7.32 | 34/624 = 5.45 | 12/850 = 1.41 84/850 —= 9.88 
60 5.73 19/419 = 4.54 6/540 == 1.11 | 121/540 = 22.4 
90 4.81| 14/221 — 6.34 | 23/423 = 5.43 | 9/878 = 1.03 | 354/878 = 40.5 
I.|  O(Oh)4 | 7.98 3/965 = 0.31 | 8/965 = 0.83 | 2/967 = 027 
1 ene 7.71 | 3/513 = 0.34 | 1/514 = 0.20) 1/514 0.20 
30 6.66; 8/176 = 4.55 | 12/418 = 2.91 | 7/632 = 1.11 | 80/632 = 12.7 
60 5.62| 7/80 —8.75 | 14/293 4.78 | 5/496 —1.01 166/496 = 33.5 
90 4.63| 3/36 = 8.34 | 14/3800 = 4.67 | 4/463 — 0:37 | 139/463 30.1 
120 3.87| 6/99 = 6.06 | 20/456 4.39 | 3/840 = 0.36 | 319/840 = 38.0 
150 2.98 | 20/610 = 3.28 | 4/957 = 0.42 | 347/957 = 36.2 


time of staining in 1/20000 erythrosine before irradiation with visible light. 
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break is present, hence the saturation, or more probably the peak, in the 
s-frequency at high doses cannot be due to resistant cells as was pos- 
sible with uv. 

The 2-hit increase of the z-variants, and perhaps of the s-mutants, 
can be understood as due to the smaller energy content of the visible 
compared with uv quanta. Thus one visible quantum might not reach the 
activation energy to start a reaction chain leading to the effects observed. 
On the other hand, other cell structures than the ones affected by uv 
might be photosensitized by the dye and need several hits of visible light. 


Discussion 


Since the conclusions drawn immediately from the individual observa- 
tions have already been noted, only two general points are discussed : 


1. Killing and mutation 


The possibility that the bactericidal effect may be caused by lethal 
mutations was concluded mainly from the similarity of the dose effect 
curves and from some other parallels between both processes (JORDAN, 
1939; La, 1946; TrmornEFF-REssovsky and Zimmer, 1947; NORMAN 
and GREENFIELD, 1952; Arwoop and SrapLetron, 1952). Though in 
Neurospora conidia the hit event leading to killing probably happens in 
the nucleus, there is a correlation between genetically detected lethal 
mutations and killing only at low doses (Arwoop and Norman, 1949; 
Atwoop, 1950). 


From our observations five different arguments can be drawn which 
speak against the identity of killing with lethal mutation in Serratia. 
(1) In the x-ray experiments the increase of the s-mutation frequency 
reached a constant level, but killing continued as a 1-hit process at high 
doses. (2) The s-mutations induced by uv were always 1-hit events but 
the killing curve indicated different hit numbers in the earlier and the 
later experiments. (3) The photoreactivability of killing and s-mutation 
is different. (4) Long-wave uv irradiation induced s-mutations and muta- 
tions to sulfonamid resistance but no appreciable killing. (5) With photo- 
dynamic action killing is a 1-hit process but mutation probably needs 
2 hits. 

The fourth point is the most irrefutable argument against the identity 
of mechanisms for killing and mutation, since no detectable killing was 
observed though mutations were induced to an extent that corresponds 
to a survival of 10 to 20° with short-wave uv. Therefore most of the 
killing of bacteria is a radiation effect only similar to but not identical 
with mutation. There must be structural units or sites in the cell (perhaps 
different for different radiations and under different conditions) subject to 
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lethal change after one or afew microphysical events. Their structure has 
some features in common with the absorbing and reacting units leading to 
mutation, which cause photoreversibility, an action spectrum like nucleic 
acid absorption, similar dependance on certain physiological conditions, 
etc. Possibly all these organelles contain nucleoprotein. But there are 
differences in other respects, and, therefore, probably in location within 
the cell, e. g. the killing structures could be in the chromosomes outside 
the genic material, in the nucleus outside the chromatin, or even outside 
the nucleus in cytoplasmic organelles containing nucleoprotein. Since the 
only clue that a cell structure belongs to the genetic material is its idio- 
synthetic reproduction, it is difficult to decide whether or not killing 
structures belong to the genetic system. 


2. The deviation from the 1-hit curve at high doses 


Deviations at high doses from the dose effect curve extrapolated from 
low doses are not only not inconsistent with the hit-theory but even to be 
expected. With small doses the most sensitive units are changed first. 
Their reaction leads to the dose curve at low doses which is often of the 
1-hit type due to their high sensitivity. With increasing dose other units 
are affected which need higher doses and perhaps several hits for an 
appreciable change. Therefore the dose effect mechanism changes at high 
doses. These units may be either whole cells or structures inside a cell. In 
the latter case their changed action at high doses may modify the reac- 
tions initiated by the more sensitive structures inside the same cell. 

In our experiments we observed with the same organism both types of 
deviations from the 1-hit curve which were already known from investi- 
gations by other authors on different objects: (1) the dose curve gradually 
reaches a constant level or “saturation,” (2) it reaches a maximum 
at a certain dose and then drops. The saturation type was found rather 
clearly with x-rays, the maximum type with short-wave uv in the earlier 
experiments and probably also with photodynamic induction. In the later 
uv-experiments and with long-wave uv a leveling was indicated, but the 
curve was not pursued to higher doses. The data show that the direction 
of this deviation is toward a deficiency of mutations compared with the 
1-hit hypothesis. 

NewcomsE (1954) described a series of models which can explain such 
deviations on the basis of the hit theory. In previous publications (Kap- 
LAN, 1948a, 1952a) some other possible mechanisms were mentioned. A 
systematic consideration, which cannot be given in detail here, of the 
possibilities existing to account for this deviation revealed the follow- 
ing: The saturation type of curve can be caused by a great number of 
mechanisms which cannot be distinguished easily by experiments. The 
maximum type can be caused by only five main mechanisms: 
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(1) The induced mutants are killed selectively by a multi-hit me- 
chanism.—(2) The induced mutants are selectively eliminated by the 
presence (spontaneously or induced) of “normal”’ cells which are resistant 
to mutation as well as killing —(3) The induced mutated or a premu- 
tational state is reversed by irradiation in a multi-hit process.—(4) An 
induced premutation state is prevented, with a certain chance, from 
passing (spontaneously) to the perfect mutation; this chance (given by 
intracellular conditions) increases with the radiation dose independently 
of the induced reaction chain leading to the premutation.—(5) The 
induced mutated or a premutational state is reversed to a state of 
normal phenotype but resistant to further hits during irradiation. 

By investigation of the survivors—mutated as well as nonmutated 
types—of doses beyond the maximum it would be possible to distinguish 
between these five models and perhaps to find evidence for premutational 
steps still unknown. 

Unfortunately this is very difficult with the s-mutations since the 
extremely unstable s-mutant cannot be investigated in pure culture. Of 
course the s- state itself can be considered as a premutational state 
turning spontaneously to w (model 4) (KapLan 1952a). But regarding 
the induction of this s-mutation itself we only know from the experiments 
reported that in the earlier uv-studies mechanism (2) is involved, at least 
partially, as indicated by the break in the killing curve. Since the post- 
cultures of survivors have no appreciably lower uv-induced s-mutation 
rate they cannot be stable resistant mutants. This excludes also model (5) 
if reversion of the perfect mutation is assumed. Hence, besides the as- 
sumption of premutational states, only models (1) and (3) are possible. 
The maximum curves found after uv with the mutant strains and in the 
photodynamic experiments can be explained by any of these models 
except (2). 

Finally, the independent behavior of different mutants in the 
same organism regarding the type of dose effect curve may be considered. 
This has already been found in Neurospora (SWANSON et al.), where bio- 
chemical mutations increased while the morphological ones decreased 
after a maximum. In Serratia mutations to sulfonamid resistance still 
increased at doses where the s-mutations had dropped after a maximum 
(Kapian, 1952a). This individual reaction of the mutating loci can well 
be expected on hypothesis (1) since the killing curve is a character vary- 
ing in different mutant types. With mechanism (2) it must be assumed 
that the “normals” resistant to killing have different rates of mutation 
induction for different genes. Supposing hypotheses (3) to (5) one must 
assume that the reversible states are situated at different places in the 
same cell for each mutation and coexist independently. Then the 
reversible state either involves directly the mutating locus itself as a preor- 
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perfect mutation, or, if the radiation acts indirectly in space, the re- 
versible state is present in a structure which is close to the locus so it 
does not interfer with the ones of other loci. 


Summary 

A red strain of Serratia marcescens was irradiated with x-rays, germici- 
dal uv with and without light posttreatment, long-wave uv, and visible 
light after photosensitization with erythrosine (photodynamic action). 
The suppression of colony formation (killing) and the occurence of 
8-mutations were observed at different doses. An s-mutation gives rise to 
a colony containing several white sectors or spots besides the red parent 
type. It is due to a very mutable hereditary state. 

With x-rays the survival curve was semilogarithmically linear. The 
s-colony frequency increased strongly at low dosage and soon reached a 
saturation level. . 

In the earlier uv-irradiation experiments a 1-hit survival and 
also a linear increase of the s-percentage was observed at low doses. At 
higher doses the s-type cells reached a maximum frequncy where the 
survival curve showed a break; then the s-percentage decreased and the 
survival curve flattened. In later series the killing curve was changed, by 
unknown causes, to a multi-hit type without a flat part, but the linear 
increase of the s-mutations was not changed. Varying external factors 
(duration of suspension of the cells in saline before irradiation, culture 
age of the cells, concentration of saline, water content of cells), combined 
with uv-irradiation, showed marked influence on the survival. After uv, 
illumination with the visible light of a fluorescent lamp showed strong 
reactivation and mutation reversion. The photoreversibility of killing 
and s-mutation is different. 

High doses of long-wave uv (> 310 my) increased the s-percentage 
nearly linearly, but did not cause appreciable killing. This is judged as 
- evidence against the identity of killing and lethal mutation. The dilution 
of the suspension had no marked influence on this s-increase. 

With photodynamic action 1-hit killing, without a break at high 
doses, and an s-mutation curve with a maximum were obtained. Besides, 
a 2-hit increase of dwarf colony variants was observed. 

The possible mechanisms for the deviations at high doses of the dose 
effect curve from the simple 1-hit function are discussed. Five main 
models for the explanation of dose mutation curves with a maximum 


were found. 


Acknowledgment 


The author is indebted to his wife, Mrs. Cu. KAPLAN, and to Ms. H. Dirrricy for 
assistance in the experimental work; further, to Dr. F. J. Ryan for his generous 
invitation to continue the work in his laboratory and for much help in writing the 


78 R. W. Kapuan: 


manuscript and many fruitful discussions. I thank very much Dr. H. B. New- 
comsr for allowing me to study two unpublished manuscripts of his. The work was 
performed at the Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Voldagsen, Ger- 
many, and later at the Department of Zoology, Columbia University, New York, 
where the author was assisted by a Boese Postdoctoral Fellowship, a Fulbright 
travel grant, in part by an American Cancer Society grant recommended by the 
Committee on Growth, by a research grant (RG 1596) from the National Institutes 
of Health, U. S. Public Health Service, and by Contract No. AT (830—1)—1734 
with the Atomic Energy Commission. The Deutsche Forschungsgemeinschaft 
supported the work by providing some of the irradiation instruments. 


Literature Cited 


Arwoop, K. C.: The role of lethal mutation in the killing of Neurospora conidia 
by ultraviolet light. Genetics 35, 95 (1950). — Atwoop, K. C., and A. Norman.: 
On the-interpretation of multi-hit survival curves. Proc. Nat. Acad. Sci., U.S. A. 
35, 696—709 (1949). — Arwoop, K. C., and G. E. StapLeron: Lethal mutations and 
the bactericidal action of ionizing radiation. Naturwissenschaften 39, 330—331 
(1952). 

Demerec, M., and R. Latarser: Mutations in bacteria induced by radiations, 
Cold Spring Harbor Sympos., 11, 38—50 (1946). — Demerrec, M., B. WaLLace, 
E. M. Wirkr1n and G. Bertani: The gene, Carnegie Inst. Wash. Year Bock, 48, 
154—166 (1949). 

JorpAN, P.: Strahlenbiologie der Bakterien. Experiment und Theorie. Proto- 
plasma, (Wien) 32, 464 (1939). 

Karian, R. W.: Spontane Mutabilitat bei Bacterium prodigiosum. Z. Natur- 
forsch. 2b, 308—312 (1947). — Ultraviolett-Mutabilitat bei Bacterium prodigiosum. 
Z. Naturforsch. 3b, 29—35 (1948a). — Auslésung von Mutationen durch sichtbares 
Licht im vital gefarbten Bacterium prodigiosum. Naturwissenschaften 35, 127 
(1948 b). — Photodynamische Auslésung von Mutationen in den Sporen von Penicil- 
lium notatum. Planta (Berl.) 38, 1—11 (1949a). — Mutations by photodynamic 
action in Bacterium prodigiosum. Nature (Lond.) 168, 573—574 (1949b). — Aus- 
lésung von Phagenresistenz-Mutationen bei Bacterium coli durch Erythrosin mit 
und ohne Belichtung. Naturwissenschaften 87, 308 (1950a). — Mutationsauslésung 
bei Bacterium prodigiosum durch sichtbares Licht nach Vitalfiirbung mit Erythro- 
sin. Arch. Mikrobiol. 15, 152—175 (1950b). — Mutation und Keimtétung bei Bacte- 
rium coli histidinless durch UV und Photodynamie. Naturwissenschaften 87, 547 
(1950c). — Chromosomen- und Faktormutationsraten in Gerstenkérnern bei ver- 
schiedenartigen Quellungsbehandlungen oder Kilte wiihrend oder nach der Réntgen- 
bestrahlung sowie bei Dosisfraktionierung. Z. Vererbungslehre 88, 347—382 (1951). 
— Auslésung von Farbsektor- und anderen Mutationen bei Bacterium prodigiosum 
durch monochromatisches Ultraviolett verschiedener Wellenlangen. Z. Naturforsch. 
7b, 291—804 (1952a). — Experiments with reactivation light in Serratia. Micr. 
Gen. Bull. 6, 15—16 (1952b). — Die Beeinflussung des Mutationseffektes bei Bacte- 
rium prodigiosum durch die Gasatmosphare wihrend oder nach der Bestrahlung 
mit kurzwelligem Ultraviolett. Arch. Mikrobiol. 18, 210—231 (1953a). — Unter- 
suchungen tiber das instabile Stadium beim s-Mutationsvorgang von Bacterium 
prodigiosum. 8th Internat. Congr. Genetics. (1953 b). — Kutnur, A.: Action spectra 
for photoreactivation of ultraviolet-irradiated Escherichia coli and Streptomyces 
griseus. J. Gen. Physiol. 84, 835—852 (1951). : 


Lararvet, R., and B. Mimeric: Actions des ultra-violets longs et des visibles 
courts (3400—5500 A) sur les complexes bactérie-bacteriophage. Ann. Inst. Pasteur 


Dose-effect curves of s-mutation and killing in Serratia marcescens 79 


84, 205—217 (1953). — Lua, D. E.: Actions of radiations on living celis. Cambridge 
Univ. Press, 1946. 

Marxert, C. L.: Lethal and mutagenic effects of ultraviolet radiation on Glome- 
rella conidia. Exper. Cell. Res. 5, 427—435 (1953). 

Newcomss, H. B.: II. Theoretical models for the induced mutation process. In — 
press, 1954. — Radiation -induced instabilities in Streptomyces. Jour. Gen. Micro- 
biol. 9, 30—36 (1953). — Norman, A., and M. A. GreENFreLD: Lethal mutations 
and the bactericidal action of ionizing radiation. Naturwissenschaften 39, 22 (1952). 
— Novicr, A., and L. Szmarp: Experiments on light reactivation of ultraviolet 
inactivated bacteria. Proc. Nat. Acad. Sci USA 35, 591—600 (1949). 

Ryan, F. J., P. Frrep and M. Scuwartz: Nuclear segregation and the growth 
of clones of bacterial mutants induced by ultraviolet light. Jour. Gen. Microbiol. 11, 
380—393 (1954). 

SreLi-Beverres, T., and A. CatcH: Mutationsauslésung durch ultraviolettes 
Licht bei Drosophila. Z. Vererbungslehre 80, 551—557 (1942). — Swanson, C. P., 
W. D. McEtroy and H. Mitimr: The effect of nitrogenmustard pretreatment on 
the ultraviolet induced morphological and biochemical mutation rate. Proc. Nat. 
Acad, Sci. USA 35, 513—518 (1949). 

TrmoFEEFF-Ressovsky, N. W., and K. G. Zimmer: Das Trefferprinzip i. d. Bio- 
logie. Leipzig: 1947. 

WASSERMANN, M. M., and E. Seriemann: Serratia marcescens bacteriophages. 
J. Bacter. 66, 119—120 (1953). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 24, S. 80-90 (1956) 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen) 


Uber das Aktionsspektrum 
der phototaktischen Reaktionen von Euglena 


Von 
ERWIN BUNNING und GISELA SCHNEIDERHOHN 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 11. November 1955) 


Es ist schon seit den Beobachtungen ENGELMANNS (1882) bekannt, dab 
die phototaktischen Bewegungen griiner Algen nur durch kurzwellige 
Strahlung ausgelést werden kénnen. Hingewiesen sei etwa auf die Unter- 
suchungen von OLTMANNS (1917) und Lunrz (1931) sowie die in diesen 
Arbeiten zitierte Literatur. Genauere Riickschliisse auf die Natur der 
Pigmente, die die entscheidende Absorption durchfihren, gestatten diese 
Untersuchungen aber nicht, weil zu wenige Strahlungsbereiche gepriift 
worden sind, oft auBerdem nicht mit reinen Farben gearbeitet wurde. So 
lieBen die bisher vorliegenden Untersuchungen auch noch kein endgiilti- 
ges Urteil dariiber zu, ob der Augenfleck die zur photochemisch wirk- 
samen Reaktion und zur Erregung fithrende Strahlungsabsorption voll- 
fiihrt, oder ob er nur fiir periodische Verdunkelung einer an der Geifel- 
basis oder zwischen GeiBelbasis und Stigma liegenden Region wichtig ist. 
Die zweitgenannte Auffassung hat zwar schon viele experimentelle 
Stiitzen bekommen, ist aber eben doch noch nicht befriedigend gesichert 
(vgl. Mast, BupER, PRINGSHEIM). 

Bei neueren phototropischen Untersuchungen an héheren und niederen 
Pflanzen hat sich gezeigt, daB die Carotinoide offenbar nicht die photo- 
chemisch entscheidende Strahlungsabsorption vollziehen, sondern sie nur 
fiir die Herstellung ausreichender Absorptionsdifferenzen in anderen 
gelben Pigmenten (namentlich Riboflavin) auf Licht- und Schattenseite 
wichtig sind (vgl. Remyert; BinNnine; Binnine, Dorn, SCHNEIDER- 
HOHN u. THORNING; PAuL; GETTKANDT und die in diesen Arbeiten ent- 
haltenen Literaturhinweise). Nach diesen Ergebnissen muBte auch fiir 
die Farbstoffe des Stigmas der Flagellaten wieder die Theorie Beachtung 
finden, daf sie nur als Schattenspender dienen. Diese Theorie wiirde auch 
gut zu der Tatsache passen, daB sich an der GeiBelbasis eine verdickte 
Region (der sogenannte Photoreceptor) befindet, die man als eigentlichen 
Sitz der Lichtempfindlichkeit auffassen kann (CHAUDEFAUD u. PRova- 
SoLI; Gospics und dort zitierte Literatur). Um diese Méglichkeit priifen 
zu konnen, untersuchten wir fiir ein Objekt das Aktionsspektrum ge- 
nauer, 
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Material und Methodik 
a) Objekt, Néhrlésung 
Als Versuchsobjekt diente Huglena gracilis, die uns Herr Prof. Prrnas- 
HEIM aus der Algensammlung der Botanischen Anstalten in Gottingen zur 
Verfiigung stellte. Uber den Augenfleck dieser Art vgl. K.u.O. PRINGSHEIM. 


Anfanglich arbeiteten wir mit der von PrrycsHEIm angegebenen Lisung: 0,2 % 
Natriumacetat; 0,2% Pepton (nicht Wrrre); 0,2% Fleischextrakt; alles gelost in 
aqua. bidest. 

Es zeigte sich aber, daf in der von ScHdmmER angegebenen Nahrlésung das 
Bakterienwachstum viel besser verhindert wird. Diese Lésung besteht aus: 1] aqua 
bidest. ; 0,50 g Pepton (Wrrre); 0,50 g Traubenzucker; 0,20 g Citronensaure; 0,02 g 
Magnesiumsulfat; 0,05 g Kaliumbiphosphat. 

Da nach THIMANN u. BONNER ein Zusatz von Malonamid das Wachstum hoherer 
Pflanzen und nach H. BEEKMANN die Synthese von Carotinoid férdert, wurde ver- 
sucht, ob sich auch die phototaktische Beweglichkeit der Euglenen mit dieser Sub- 
stanz beeinflussen laBt. Tatsachlich zeigte sich eine deutliche Wirkung. Nach Zusatz 
von 103 mg Malonamid zu 11 Nahrlosung bewegten sich die Algen erheblich leb- 
hafter und wurden lichtempfindlicher. Ihre Lebensdauer war allerdings um 4. bis 
6 Tage kiirzer. Ferner wurden noch Vitamingemische und einzelne Vitamine den 
Nahrlosungen zugesetzt. Dabei wurden jedoch, ebenso wie bei der Erprobung 
anderer Nahrsalzzusammensetzungen, keine weiteren Verbesserungen erzielt. 
Deshalb wurde in den Versuchen die Nahrlésung nach SCHOMMER zuerst ohne und 
spater mit Zusatz von Malonamid verwendet. 


b) Apparatur 
Als Lichtquelle fiir die Bestrahlung diente eine Osram-Quecksilber- 


héchstdrucklampe HBO 200. Diese war tiber ein Vorschaltgerat und eine 
Drossel an das Lichtnetz an- 


geschlossen. Ein in den Strah- Tabelle 1. 
lengang gebrachtes Warme- Higenschaften der benutzten Inter ferenzfilter 
schutzglas (aus einem Panphot “Maximum der | Maximale | sraipwertsbreite 
von Leitz, Wetzlar) vermin- Peal ean eisai ay 
derte die erhebliche Warme- - 
strahlung. Die gewiimschten 400 a : : 
Wellenbereiche wurden durch ae | es ; 
Interferenzfilter der Fa. Schott 439 32 9 
& Gen., Mainz, isoliert. Die in 449 | 33 | 13 
der Tab. 1 genannten Filter 455 47 = 
wurden benutzt. ret a | . 
Fiir die genauere Bestim- 486 | 40 9 
mung der Wirksamkeitsgrenze 495 | 32 9 
zum Langwelligen hin wurden 509 ge 1 : 
auBerdem noch Jenaer Farb- ia | a | ve 
filtergliser in 2mm Dicke der as | i | i 
gleichen Firma verwendet. Zu 540 | 43 | 10 
erwihnen brauchen wir von 568 41 | 17 
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diesen Filtern hier nur diejenigen, deren Durchlassigkeitsgrenze relativ 
scharf ist. Es sind das: 
GG 14, durchlassig fiir Strahlen iiber etwa 480 my, 


OG 5, ” ” ” ” ” 510 my, 
OG 2, ” ” ” ” > 540 mi, 
OG 3, ” ” ” ” 3° 560 mp, 
RG 2, ” ” ” ” ry 600 my. 


Fiir die Aufnahme der Algensuspensionen im Versuch kitteten wir uns Cuvetten 
von 2 mm Tiefe (ihre iibrigen MaBe betrugen 6 bzw. 2 cm). Die Cuvette wurde an 
einem horizontal liegenden Mikroskop befestigt. So lieBen sich die Bewegungen der 
Algen gut verfolgen. Lampe, Warmeschutzglas, Filter und Mikroskop mit Cuvette 
waren fest auf einer optischen Bank montiert, so da der Lichtstrahl leicht so 
justiert werden konnte, daB er genau mitten durch das Filter auf die Cuvette traf. 

Ein Nachteil dieser Methodik besteht darin, daB die Quecksilberhéchstdruck- 
lampen nur eine Lebensdauer von durchschnittlich etwa 100 Std hatten, so daB im 
Laufe der Untersuchungen mehrere dieser recht kostspieligen Lampen verbraucht 
werden muften. 

Die Energie wurde mit einer Thermosaule E 20 von Kipp & Zonen, Delft (Hol- 
land), gemessen. Die Thermosiule wurde in Verbindung mit einem Multiflex- 
Galvanometer benutzt. Die verschiedenen Intensitaéten wurden durch Veranderung 
des Abstandes zwischen Mikroskop und Lampe und durch Benutzung der Iris- 
blende an der Lampe erreicht. 


Die in der Arbeit angegebenen Energiezahlen sind relative Werte. Eine 
Einheit dieser relativen Werte, wie sie in Tab. 2 angegeben sind, betrug 
etwa 150 erg/cm?/sec. (Zur EKichung diente eine Eichlampe der Firma B. 
Lange, Berlin). 


c) Vorbereitung der Kulturen fiir die Versuche 


Um fiir die Versuche geeignete Kulturen zu erhalten, wurden die Euglenen aus 
den Réhrchen mit dem Agarnahrboden in kleine Erlenmeyer-Kolben iiberimpft, die 
je 20 cm* Nahrlésung enthielten. Diese Kolben blieben 10 Tage (in den Winter - 
monaten mindestens 14 Tage) an einem Nordfenster stehen. AnschlieBend kamen 
die Kélbchen im Versuchsraum unter einen Dunkelsturz und wurden dann nach 
weiteren 24 Std Ruhe fiir die Phototaxisversuche benutzt. Kulturlésungen vor dem 
10. Tage zu benutzen, war méglich, aber nicht zweckmaBig, da sich bei zu geringer 
Algenzahl die Lichtreaktion nicht geniigend genau feststellen lieB. Vom 14. Tag ab 
bewegten sich die Kuglenen trager und reagierten auf Licht bald iiberhaupt nicht 
mehr. 


d) Versuchsdurchfiihrung 

Zu Beginn des Versuchs wurden im Dunkelraum so viele Cuvetten mit 
derselben Kulturlésung abgefiillt, wie fiir eine Versuchsreihe, d. h. fiir die 
Messung in den verschiedenen Intensitiatsbereichen bei ein und demselben 
Filter benétigt wurden. Bis zum Gebrauch blieben die schon gefiillten 
Cuvetten unter dem Dunkelsturz. Nach Einstellung der Energie bei einem 
bestimmten Filter wurde die Cuvette vor das Mikroskop gesteckt und das 
Verhalten der Euglenen nach Ablauf von 10 min beobachtet. Diese Zeit 
erwies sich als geniigend; denn, falls sich die Euglenen iiberhaupt durch 
Licht beeinflussen lieBen, war das dann bereits deutlich zu erkennen. 
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Zeigte sich nach 10 min keine Beeinflussung, so war auch nach 1 Std 
keine feststellbar. Dann wurde eine andere Intensitat eingestellt und 
dafiir eine neu gefiillte Cuvette genommen, um etwaige Beeinflussungen 
durch vorherige Bestrahlungen auszuschlieBen. 


Je mehr wir uns mit den Versuchen beschaftigten, um so mehr erkannten wir, 
warum die bisher vorliegenden Ergebnisse noch so wenig befriedigen. Das Objekt ist 
tatsichlich, wie auch altere Beobachter immer wieder angaben, sehr ,,launisch‘‘. 
Teilweise hangt die Variabilitat des Verhaltens allerdings mit der von Pout unter- 
suchten Tagesrhythmik der phototaktischen Empfindlichkeit zusammen. Um 
wenigstens Stérungen durch diese Aktivitatsschwankungen auszuschlieBen (die wir 
selber deutlich bestatigt fanden), wurden die Versuche nur in den Zeiten von 
10—17 Uhr durchgefiihrt. 


Versuchsergebnisse 
a) Art der Reaktion 

Wenn man die Euglenen mit steigenden Intensitaten bestrahlt, zeigen 
sie in der Regel folgendes Verhalten: Bei ganz niedrigen Intensititen ist 
keine Veranderung zu 
beobachten, die Algen 
schwimmen ohne _ jede 
Beeinflussung durch das 
farbige Licht herum. Bei 
etwas hoherer Intensitat 
erfolgtim allgemeinen eine 
Ansammlung im _ Licht- 
feld, der dunkle Rand des 
Gesichtsfeldes bleibt frei 
(Abb. 1). Die Dichte der 
Ansammlung nimmt mit 
steigender Intensitat bis 


zu einem Maximum zu; 


3 : : , a eee F ne 
wieder Abb. 1. Positiv-phototaktische Ansammlung in der beleuc 
danachy sinktssie * teten Kreisfliche des Mikroskop-Gesichtsfeldes. Im dunklen 


ab. Dann folgt meist ein Teil finden sich nur noch wenige Individuen. (Die meisten der 


r} 1 1 positiv-phototaktisch augelockten Zellen sind nicht scharf 
Ubergangsstadium, ae abgebildet, einerseits weil zu viele tibereinanderliegen, 


dem auf der einen Seite andererseits weil sie sich zu aay der Cuvettenwandung 
: genihert haben 
des hellen Feldes noch eine 


schwache Anhaufung zu 
sehen ist, wihrend sich auf der anderen Seite ein schwacher Halbring 


ausbildet. (Das Feld ist eben meist nicht ganz gleichmaBig ausgeleuchtet.) 
Bei noch hoheren Intensititen wird die Ringbildung zunehmend deutlicher 
(Abb. 2). Die Euglenen bilden um das helle Feld herum einen mehr oder 
weniger dichten Ring. Alle neu von auben hinzukommenden Euglenen, 
die durch den Ring hindurch ins helle Feld vorstoBen, kehren sofort 


wieder um und sammeln sich in der Ringzone. Von der Ringzone 
(ate 
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schwimmen zwar auch wieder einige vollig nach auBen, aber im ganzen 
nimmt die Zelldichte im Ring doch fortgesetzt zu. Dieser Ring wird 
bei héheren Intensitiaten breiter; er kann sich dann weit auBerhalb des 
direkt beleuchteten Gesichtsfeldes befinden. 

Bei geringerer Intensitat besteht also positive Phototaxis, bei héherer 
negative, und die Algen sammeln sich bei der beschriebenen Versuchs- 
anordnung in einem ,,Optimum (OLTMANNS) bzw. in einer ,,Indifferenz- 
zone‘‘ (BUDER) an. Diese Reaktions- 
weise, entspricht dem durch friihere 
Untersuchungen bekannten Ver- 
halten. 


b) Grenze der Empfindlichkert 
zum Langwelligen 

Da der gréBte Teil der von einem 
Interferenzfilter | durchgelassenen 
Strahlung zwar ein schmales Band 
darstellt, aber eime geringe Durch- 
lassigkeit doch auch noch fir relativ 
weit vom Schwerpunkt entfernte 
Bereiche besteht, mu8ten zur Er- 
gs epanpnipe anal rar naberee mittlung der Empfindlichkeitsgrenze 

zwischen Kurz- und Langwelligem 
die Farbfiltergliser benutzt werden. 

Mit den Filtern GG 14 und OG 5 konnten noch phototaktische Reak- 
tionen erzielt werden, mit OG 2 nur in ganz wenigen Fallen, mit OG3 
und RG 2 nie. Das 2 mm dicke OG 2-Filter laiBt bei 2 546 mw noch 4%, 
bei 578 mu aber schon 85°% der einfallenden Strahlung passieren. Die 
Grenze der Empfindlichkeit liegt also etwa bei 550 mu, eher sogar bei 
noch etwas ktirzeren Wellenlangen. 

Mit den Interferenzfiltern 568 und 587 mu konnten noch Reaktionen 
erzielt werden. Diese Reaktionen kénnen aber nach den Beobachtungen 
mit den Farbfilterglisern nur auf den obengenannten Nachteil in der 
Qualitaét dieser Filter zuriickgefiihrt werden. 


c) Aktionsspektrum fiir den Beginn der positiv-phototaktischen 
Reaktion 

Die obengenannte Ansammlung in der beleuchteten Kreisfliiche des 
Mikroskop-Gesichtsfeldes wurde in hunderten von Einzelmessungen bei 
verschiedenen Intensitaten untersucht. Wir begniigen uns damit, anzu- 
geben, bei welchen Mindestintensititen in den einzelnen Versuchs- 
reihen die Ansammlung beobachtet werden konnte (Tab. 2). 

Bilden wir nun aus diesen Einzelwerten der zweiten Spalte der Tab. 2 
die Mittelwerte, und daraus wieder die reziproken Werte, so erhalten wir 
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die in Abb. 3 dargestellte Kurve fiir die Wirksamkeit der einzelnen 
Spektralbereiche bei der Auslésung der positiven Phototaxis, gemessen 
fiir die Schwellenreaktion. 

Zu dieser Kurve ist zu bemerken: Der Wert fiir 2 512 my wurde nicht 
in die Kurve einbezogen, er ist sicher zu hoch. Die Halbwertsbreite 


Tabelle 2. Beginn der ,,Ansammlung und der ,,Ringbildung bei 
verschiedenen Wellenldngen 


eta Mindestintensitat fiir die Ansammlung |  Mindestintensitit ftir die Ringbildung 
oe Re ie Ee ae OS ol ee ee 
400 keine Ansammlung beobachtet 9, 8, 10, 8, 9, 10 
415 3, 4, 3, 3, 4, 5, 4, 4, 4, | 7, 6, 6, 6, 7, 6, 5, 6, 6 
425 She Zhe Bige Sh Hy R} Teas Ue ty Th Tele 
439 6, 6, 7, 6, 5, 6, 6 Cees, Tdi deoxy iy 
449 | 3,2, 4,3, 3,4, 3,2 IO Os Te8, ShONT 
455 | 4,4,5,4,3 iO 
467 Dit, BY, PAE S 10, 11, 10, 11, 10, 10 
476 Hig Dds, A hppa lc a | So MnO Osteo OselO) 
486 i yord oye i Pa Ged ea 8, 10, 8, 10, 9, 8, 11, 10, 9, 9 
DOG Mnh IDS DAIL 52. 40151999 119 11719911110, 11912. 10,992 
Pe LE TT 
509 3h Pye Shoe 2 Bis! DSO OSs WL 
Blaalodee. 1, 12-1. 151 9, 10, 11, 9, 10, 13, 9, 10, 11, 10 
533 | 11, 10,12, 12,11, 10,12,11,10 | 22, 21, 23, 23, 22, 21, 23, 22, 21 
538 10, 9, 11, 10, 10 | 31, 31, 30, 31, 31 
540 | 9,8, 10,9, 8, 10,9 16, 15, 17, 16, 15, 17, 16 


Angegeben sind die bei jeder Versuchsreihe gefundenen Mindestintensitaten 
(relative Werte), bei denen Ansammlung bzw. Ringbildung begann. Kine Einheit 
dieser Werte entspricht 150 erg/cm?/sec. 


(Tab. 1) zeigt ja, daB dieses Filter auch den stark wirksamen Bereich um 
500 my noch verhaltnismaBig gut durchlassen muB. Der Nebengipfel bei 
etwa 415—430 my erscheint gesichert. Ob die anderen Nebengipfel real 
sind, ist zweifelhaft. Einmal kann die ungleiche Wertigkeit der Filter eine 
Fehlerquelle sein, andererseits auch die Tatsache, daB die Kulturfliissig- 
keit nicht alle Wellenlangen gleich gut passieren lie8, also zumindest die 
innerhalb der Kulturfliissigkeit weiter von der Lichtquelle entfernten 
Individuen in einzelnen Bereichen ein etwas stiirker abgeschwachtes 
Licht bekamen als in anderen Bereichen. 


d) Aktionsspektrum fiir den Beginn der negativ-phototaktischen 
Reaktion 

Wird nun gemessen, bei welchen Intensitaten das Auswandern aus dem 

hellen Feld, also die beschriebene Ringbildung beginnt, so ergeben sich 

fiir die einzelnen Versuchsreihen die in der dritten Spalte der Tab. 2 

genannten Werte. Die reziproken Werte der Mittel aus diesen Zahlen 


ergeben die Kurve Abb. 4. 
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Auch in dieser Kurve ist es zweifelhaft, ob die Nebengipfel real sind. 
Allerdings kénnen wir keine Fehlerquellen angeben, die diese in der 
Kurve so deutlichen Gipfel bedingt haben kénnten. AuBerdem legt die 
RegelmaBigkeit des Kurvenverlaufs die Vermutung nahe, dab die Kurve 

die tatsaichlichen Ver- 


Cd Be a tall aioe haltnisse wiedergibt. 
P Ganz fortgelassen wur- 
ne den die mit Interferenz- 


filtern der Hauptdurch- 
lassigkeit 568 und 587m 
gelegentlich noch erziel- 
ten Reaktionen. Es ist 

ja nach dem bereits Ge- 
“0 420 440 460 480 500 %0 §0muS0  sagten klar, daB diese 
Reaktionen nur ent- 


40 


20 


Abb. 3. Relative Wirksamkeit der einzelnen Spektralbereiche 


bei der positiv-phototaktischen Reaktion. Abszisse: Wellen- stehen kénnen, weil diese 
lange. Ordinate: Relative Wirksamkeit (100 geteilt durch die ° 
Mittelwerte der in Tab. 2 genannten Mindestintensitaten) Filter auch noch etwas 


Licht unter 550 mu 
passieren lassen. 


Diskussion 
der Ergebnisse 


Nach unseren Ver- 
suchen unterscheiden 
sich die Aktionsspektren 
fiir den Beginn der 
positiv- und fiir den Be- 
ginn der negativ-photo- 


a Bis a Ea : 
400 420 440 460 480 500 S20 540my 560 taktischen Reaktion 
Abb. 4. Relative Wirksamkeit der einzelnen Spektralbereiche deutlich voneinander. 


bei der negativ-phototaktischen Reaktion. Abszisse und 


Ordinate wie in Abb, 3 Daser stgenannte hat ein 


Maximum zwischenetwa 

490 und 500 my, das 
zweitgenannte ein Maximum im Blauviolett um 415 my. Am besten 
konnen wir diese Tatsachen durch folgende Annahme deuten: Die 
eigentlich lichtempfindliche Substanz hat ihren Sitz nicht im Stigma, 
sondern etwa in dem in der Einleitung erwihnten sogenannten 
Photoreceptor der GeiBelbasis. Die eigentlich lichtempfindliche Sub- 
stanz hat ihr Absorptionsmaximum im Blauviolett (evtl. noch ein 
weiteres Maximum im UV; dieser Bereich wurde bei unseren Versuchen 
aber nicht beriicksichtigt). Die fragliche Substanz, welche nach Licht- 
absorption die photochemische Reaktion einleitet, absorbiert im Mittel- 
welligen bis etwa 550 my. Diese Folgerung pat auch zum Ergebnis 
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von Luntz, daB in einem Chilomonas, welches kein Stigma besitzt, 
folgende relative Empfindlichkeiten (E) bestehen: 


Amu: | 366 | 405 | 436 | 492 | ee 578 


E ‘1000 | 156 | 130| 125] 121 | 118 


MOoglicherweise handelt es sich in allen Fallen phototaktischer Reak- 
tionen von griinen Einzellern um die gleiche Substanz. Uber ihre chemi- 
sche Natur kann nichts ausgesagt werden. Es sei nur am Rande vermerkt, 
daB ihre aus: dem Aktionsspektrum ableitbare Absorptionskurve eine 
erstaunliche Ahnlichkeit mit der eines Pigmentes in der Basis der Avena- 
Koleoptile (Binnina@ 1955) aufweist. Es besteht aber auch eine gewisse 
Ahnlichkeit mit einigen bei Pilzen vorkommenden Pigmenten, deren 
Natur noch nicht bekannt ist (vgl. LrerH, ScHNEIDERHOHN). 

Weiterhin miissen wir annehmen, da das Stigma tatsiichlich nur als 
Schattenspender wirkt. Die von ihm abhingige phototaktische Reaktion 
tritt um so leichter ein, je starker das Stigma bei den betr. Wellenlingen 
absorbiert (d. h. je leichter fiir eine periodische Schattenbildung in der 
unter dem Stigma liegenden lichtempfindlichen Region gesorgt werden 
kann). Fur die Starke dieser vom Stigma abhingigen Reaktion ist aber 
natiirlich auBerdem wichtig, wie stark in dem betr. Bereich die vor- 
genannte eigentlich lichtempfindliche Substanz absorbiert. Das Aktions- 
spektrum der vom Stigma abhangigen Reaktion kann also weder mit dem 
Absorptionsspektrum der Carotinoide des Stigmas, noch mit dem Ab- 
sorptionsspektrum der lichtempfindlichen Substanz des ,,Photorecep- 
tors** identisch sein. 

Das Stigma absorbiert offensichtlich bei 490—500 mu am starksten. 
Genauere Untersuchungen zu dieser Frage wurden begonnen. Anschei- 
nend entspricht die Absorption im Stigma etwa der des in Euglenen vor- 
kommenden Astacins bzw. Astaxanthins (vgl. TiscuEr, KuHN u. Mitarb., 
HemBron, Goopwiy). Die Absorptionskurve von Astacin, welches uns 
Herr Prof. Karrer freundlicherweise zur Verfiigung stellte, haben wir 
in verschiedenen Lésungsmitteln bestimmt. Die eingipflige Kurve zeigte 
ihr Maximum in Ather bei etwa 480 my, in Aceton bei etwa 485, in 
Chloroform und Olivendél bei etwa 490, in Benzol bei 490—495, in Pyridin 
bei 495—510 my. Die als Beispiel wiedergegebene Kurve fiir die Losung 
in Pyridin (Abb. 5) zeigt die Lage des Maximums, auBerdem aber auch 
die Tatsache, daB die Absorption erheblich weiter ins Langwellige hinein 
geht als die phototaktische Empfindlichkeit. Das eben gilt auch fiir die 
Absorption dieser Carotinoide im Stigma der lebenden Zellen selber (dar- 
iiber wird spiiter berichtet). Hieraus geht sogleich deutlich hervor, daB 
eine Absorptionim Stigma nicht selber direkt eine phototaktische Reaktion 
hervorrufen kann. Wird namlich Strahlung zwischen 550—600 my ge- 
boten, so tritt keine Reaktion ein, obwohl das Stigma hier noch deutlich 
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absorbiert. Es fehlt hier eben die Absorption in der unbekannten licht- 


empfindlichen Substanz. 


Die vorgeschlagene Deutung wiirde einschlieBen, da das Stigma nur 
fiir die positive Phototaxis notwendig ist, die negative Reaktion aber eine 
phobische Reaktion darstellt, bei der der richtende Einflu8 des Stigmas 
auf die Bewegung nicht erforderlich ist. Eine besonders gute Bestatigung 
fiir diese Deutung kénnen wir auch im Verhalten bei 2400 my sehen. 
Hier ist die Absorption im Stigma so gering, daB es gar nicht mehr zur 
positiv-phototaktischen Reaktion kommt; es konnen keine ausreichenden 


46 == 
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Abb. 5. Extinktionskurve von Astacin, gelést in Pyridin 


Schattenwirkungen  resul- 
tieren, vielmehr ist nur die 
phobische Reaktion még- 
lich. Andererseits ist auch 
noch das zweite Maximum 
der positiv-phototaktischen 
Reaktion im Bereich von 
etwa 415—430 mw _ inter- 
essant, Astacin und Asta- 
xanthin haben hier kein 
weiteres Absorptionsmaxi- 
mum. Wir k6nnen das 


Maximum des Aktionsspektrums an dieser Stelle aber verstindlich 
machen, wenn wir den genannten Umstand beriicksichtigen, daf fiir 
die Starke dieser Reaktion auBer der Starke der Verdunkelung auch 
das Absorptionsvermégen in der eigentlich lichtempfindlichen Sub- 
stanz wichtig ist. Diese aber hat ja, wie das Aktionsspektrum der 
negativ-phototaktischen Reaktion zeigt, gerade in diesem Bereich ihr 
Maximum. Daf der Gipfel jenes Nebenmaximums fiir die positiv-photo- 
taktische Reaktion nicht ganz so weit im Blauviolett liegt wie das Maxi- 
mum der negativ-phototaktischen Reaktion, also wie das Maximum der 
angenommenen lichtempfindlichen Substanz, steht zu dieser Deutung 
nicht im Widerspruch. Im Gegenteil, es bekriftigt diese Deutung; denn 
von dieser starken Absorption zwischen 415 und 430 mu kann ja fiir die 
positiv-phototaktische Reaktion am besten der Anteil ausgenutzt werden, 
in dem das Stigma stirker absorbiert, als der langerwellige. 


Die genannte Voraussetzung, dal} die negativ-phototaktische Reaktion 
phobisch ist, stimmt mit dem mikroskopisch beobachteten Verhalten der 


Kinzelindividuen tiberein. 


Auch OLTMANNS hat das geschildert: Verschiebt man eine Euglenen-Kultur so, 
daB die Individuen plétzlich in ein helles Lichtfeld kommen, so ,beginnen die 
Euglenen zu tanzen, sie wirbeln umeinander, . . .Mit groBer Beschleunigung trol- 
len... die Euglenen aus dem hellen Feld heraus. Sie scheinen sich aufs Geratewohl 
zu bewegen, nichts zwangt ihnen ... eine besondere Richtung auf‘. Ganz anders 
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die positiv-phototaktische Reaktion, bei der die Euglenen von allen Seiten aus den 
dunkleren Regionen herbeistrémen“. 

Weiterhin kann noch auf die Beobachtungen von HartsHoRNE an 
Chlamydomonas verwiesen werden: Eine Mutante ohne Augenfleck ist 
durchaus nicht unempfindlich fiir Licht, kann aber nicht mehr ein- 
deutig gerichtete Bewegungen ausfithren (vgl. weiterhin auch die Be- 
obachtungen von TsCHAKHOTINE). 

Damit soll die Erérterung eines Zusammenhangs zwischen phobischen 
und topischen Reaktionen nicht als abgeschlossen betrachtet werden. 
Wir kénnen hierzu aber noch nicht viel mehr sagen als BuDER (1919). 

SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, daB sich die friiher ver- 
offentlichten Daten unseren Ergebnissen einordnen lassen. Luntz fand 
fiir Hudorina elegans folgende relative Wirksamkeiten: 

A mu | 366 | 405 | 436 | 492 | 546 | 578 


relative Wirksamkeit . . 2... | 6| 56| 200] 1000| 250| 59 


Die von O_Tmanns fiir Huglena viridis veroffentlichten Daten zeigen: 
Das Maximum der Wirksamkeit liegt bei 480—495 mu. Bei zunehmender 
Intensitat wird auch der Bereich zwischen 415 und 460 my wirksam, 
wobei OtTMAaNNS das Maximum um 428 my findet (vgl. das Neben- 
maximum in unserer Abb. 3!). Bei 400 mu fand Otrmanns ebenfalls 
keine Reaktionen, wohl aber interessanterweise noch einen Gipfel 
zwischen 403 und 408 my. (Diesem Bereich entspricht keines unserer 
Filter.) 

Auf eine ausfiihrliche Diskussion soll hier verzichtet werden, wir 
kommen darauf bei der Ver6ffentlichung weiteren Versuchsmaterials 
zuruck. 

Zusammenfassung 

Bei Euglena gracilis zeigt das Aktionsspektrum der positiv-photo- 
taktischen Reaktion, gemessen an Reizstirken, die eben iiber der 
Schwelle liegen, ein Hauptmaximum bei etwa 490—500 mu, ein Neben- 
maximum wurde bei etwa 415—430 my gefunden. 

Das Aktionsspektrum fiir die negativ-phototaktische Reaktion, ge- 
messen an den Reizstirken, die eben tiber der Schwelle fiir diesen 
Reaktionstyp liegen, hat sein Hauptmaximum bei etwa 415 my; es 
stimmt ungefaihr mit dem eben erwihnten Nebenmaximum der positiv- 
phototaktischen Reaktion tiberein. 

Die Empfindlichkeitsgrenze zum Langwelligen liegt fir beide Re- 
aktionstypen bei etwa 550 my. 

Die Befunde legen folgende Deutung nahe: Die negativ-phototaktische 
Reaktion erfolgt ohne Mitwirkung des Stigmas rein phobisch. Die 
positiv-phototaktische Reaktion ist an die gleiche strahlungsabsorbie- 
rende Substanz gebunden wie die negative, fiir sie ist dabei aber eine 
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periodische Verdunkelung dieser Photoreceptorsubstanz durch die 
photochemisch nicht wirksamen Carotinoide des Stigmas erforderlich. 
Wo diese Verdunkelung wegen geringer Absorption der Stigma-Caroti- 
noide (etwa bei 400 my) nicht méglich ist, kann nur die negative (phobo- 
taktische) Reaktion entstehen. Wo umgekehrt zwar das Stigma ab- 
sorbiert (etwa zwischen 550—600 my), nicht aber die lichtempfindliche 
Substanz des Photoreceptors, sind beide Reaktionen ausgeschlossen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung 
dieser Arbeiten, Herrn Dr. G. Scuoser fiir seine Hilfe bei der Ausarbeitung der 
Versuchsanordnung. 
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Die Wirkung des Griinlichtes auf die Fruchtkérperbildung 
bei Didymium eunigripes* 
Von 
HELMUT LIETH 
Mit 9 Textabbildungen 
(Bingegangen am 8. November 1955) 


Viele niedere Pflanzen, die heterotroph leben, sind in einigen Lebens- 
vorgangen durch sichtbares Licht zu beeinflussen. In vielen Fallen werden 
bei Pilzen die im Zusammenhang mit der Fruchtkérperbildung stehen- 
den Stoffwechselprozesse vom Licht gesteuert. 


Derartige Lichtwirkungen wurden schon in der 2. Halfte des 19. Jahrhunderts 
beobachtet und beschrieben (BREFELD 1877, GRANTz 1898, TeRNETz 1900) und in 
den folgenden Jahrzehnten immer wieder bestatigt (ScHENK 1919, Borris 1934, 
STOLL 1936, Kert 1937, Gray 1938, BUNNING u. Mitarb. 1953, RernnaRD 1952 u. a.). 
In den neueren Arbeiten hat man sich nicht mehr damit begniigt, die Wirkung einer 
Belichtung zu beschreiben, sondern hat nach dem lichtempfindlichen System in der 
Pflanze gesucht. So stellte Gray (1938) fest, daB nur diejenigen Myxomyceten zur 
Sporangienbildung Licht brauchen, die Pigmente enthalten. In einer neueren Arbeit 
(1953) konnte er fiir Physarum polycephalum zeigen, daB kurzwelliges Licht die 
Sporangienbildung besonders férdert und ein entsprechend absorbierendes Pigment 
aus dem Plasmodium extrahierbar ist. 

REINHARD (1952) fand, daB auch bei Didymium eunigripes die Sporan- 
gien in kurzwelligem Licht leichter gebildet werden als in langwelligem. 
STRAUB (1954) konnte jedoch zeigen, daB blaues und rotes Licht wirksam 
sind und nur im griinen Licht keine Sporangien gebildet werden. Dieses 
Ergebnis wurde von uns reproduziert und die Lichtwirkung mit allen 
extrahierbaren und nachweisbaren Pigmenten verglichen (1954). Eine 
einfache Beziehung zwischen Pigmentabsorption und eingestrahlter Ener- 
gie, wie sie fiir andere Lichtwirkungen beschrieben worden ist, lief sich 
bei der Fruchtkérperbildung von Didymium eun. aber nicht aufzeigen. 
Aus den bis dahin vorliegenden Ergebnissen konnte man nur schlieBen, 
daB kein Absorptionsspektrum der isolierten Pigmente der gefundenen 
Lichtwirkung entsprach, und daf Griinlicht entweder unwirksam war 
oder aber vielleicht hemmend auf die Sporangienbildung wirkte. Die 
Versuche, die hier referiert werden, dienten dazu, erstens die Testmetho- 
den fiir die Lichtwirkung nach Méglichkeit zu verfeinern und zweitens 


zu priifen, ob Grimlicht unwirksam ist oder hemmt. 


* Herrn Prof. Dr. J. Straub danke ich fiir die stete Férderung der Arbeit. 
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1. Das Objekt 


Den benutzten Stamm von Didymium eunigripes (v. Sroscu, 1935) hat Rer- 
HARD 1950 auf Vicia Faba-Stengeln gefunden und von da isoliert. Die Biologie des 
Pilzes ist bei v. Stoscu (1935) ausfiihrlich beschrieben. Nach REINHARD (1952) 
dauert es bei Didymium-Sporen, die auf Heudekoktagar ausgesat wurden, bei 21°C 
3—4 Tage, bis die ersten Plasmodien gebildet sind und im 10 Std-Tag bei 600 Lux 
Lampenlicht 12—28 Tage (von der Aussaat an gerechnet), bis aus den Plasmodien 
Sporangien entstehen. Um Sporangien zu bilden, bendtigen Plasmodien von Didy- 
mium unbedingt eine bestimmte Mindestmenge Licht. Nach vielen Passagen, die 


Abb, 1. Sporangienbildung bei Didymium eunigripes. Das gleiche Plasmodium: oben links vor der 

Belichtung; oben rechts nach 10 Std Belichtung, die feinen Plasmastriinge haben sich zusammen- 

gezogen; unten rechts 20 Std nach Beginn der Belichtung, die Sporangien sind ausgeformt, noch 
unreif; unten links 26 Std nach Beginn der Belichtung, reife Sporangien 


die Plasmodien iiber Monate hinweg vegetativ lebend iiberstehen, bilden sie namlich 
im Dunkeln niemals Sporangien (StRauB 1954). Wird jedoch ein ausgewachsenes 
Plasmodium 10 Std lang ausreichend belichtet, dann ziehen sich die Plasmodien- 
strange zusammen, verlieren die Ortsbeweglichkeit und haben nach weiteren 10 Std 
die ersten unreifen, wei aussehenden Sporangien ausgeformt. Sie reifen in wenigen 
Stunden und sehen dann im feuchten Zustand braunschwarz und trocken blaugrau 
aus. Der Lebenscyclus vom Plasmodium bis zum reifen Sporangium ist in Abb. 1 
dargestellt. 

Die Organisation eines Myxomycetenplasmodiums ist von ANDRESEN u. Pot- 
LOCK (1952) an Physarum polycephalum studiert worden. Soweit wir die Verhalt- 
nisse bei Didymiwm untersucht haben, stimmen sie mit denen bei Physarum iiber- 
ein. Insbesondere gilt das fiir die Farbstoffe, die auch bei Didymium in eigenen 
Pigmentgranula lokalisiert sind. Diese Granula geben dem Plasmodium seine rot- 
braune Farbe. Obwohl die Farbstoffe relativ leicht mit Pufferlosungen, Alkohol oder 
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Aceton herausgelést werden kénnen (Lrmrn, 1954), gelang die quantitative Extrak- 
tion nur durch mehrfaches Behandeln mit heiBer, alkoholischer N. atronlauge. Wir 
verwendeten eine Lésung von 5 g NaOH in 100 cm? 96% igem Alkohol. Damit extra- 
hierten wir bei einer Temperatur von 75° C wiederholt die gleiche Plasmodiensubstanz, 
bis die iiberstehende Fliissigkeit sich nicht mehr farbte. Aus den dekantierten, 
zusammengeschiitteten Extraktionsfliissigkeiten fallen beim Erkalten gelblich- 
weiBe Kristalle aus, die sich jedoch beim Ansiuren mit Essigsdure wieder lésen. In 
diesem Zustand kann man der Lésung durch Ausschiitteln mit Chloroform und 
Ather den Farbstoff fast quantitativ entziehen. Auf diese Weise gelang es, eine Vor- 
stellung tiber die Farbstoffmenge in den Plasmodien zu gewinnen. In einem Falle 
konnten aus 220 mg exsiccatortrockener Plasmodiensubstanz 2 mg Rohpigment 
extrahiert werden. Das bedeutet, daB 1% der Trockensubstanz aus Farbstoff be- 
steht. In mehreren quantitativ erfaBten Pigmentextraktionen streuten die Werte 
jedoch von weniger als 0,01% bis 1% Rohpigment je Trockensubstanz. 

Die meisten Autoren, die bisher mit Myxomyceten gearbeitet haben: Howarp 
(1931), Camp (1936), Sopexs (1950), Raper (1951) u. a. geben an, daB die Myxomy- 
ceten stets zusammen mit Bakterien oder Hefen wachsen. v. StoscuH (1935) und 
REINHARD (1952), die das gleiche fiir Didymiwm feststellen, sprechen von Nahr- 
bakterien. Wir beobachteten auch in unseren Kulturen immer Bakterien und muBten 
daher damit rechnen, da ein Teil unserer Versuchsergebnisse durch deren Anwesen- 
heit beeinfluBt werden kénnte. Fiir alle hier beschriebenen Lichtversuche kann das 
auch jetzt nicht ausgeschlossen werden, hic 
doch werden die friiher (1954) mitge- ae 
teilten Veranderungen im Pigment- 
gehalt nach der Belichtung dadurch —g, 
nicht beeintrachtigt, da die allein kul- 
tivierten Bakterien keines der ange- 
gebenen Pigmente enthalten. 


50 
2. Kulturbedingungen 
a) Vorkultur 
Die Kulturmethoden fiir Myxo- 
myceten sind schon vielfach be- ; ane 


schrieben worden. Fiir die Didy- 15 78 : Siypnee Wey Commer 
miaceen wurden sie unter anderen 
Abb. 2. Prozent Sporangienbildung 28 Tage nach der 


von V. STOSCH (1935), CaMP (1936 Ansaat in Abhingigkeit von der Temperatur in °C. 
Ure, 1937) und RAPER (1951) ange- Gezeichnet nach Angaben von REINHARD (1952) 


geben. Fiir den von uns ver- 
wendeten Stamm hat REINHARD (1952) diegiinstigsten Kulturbedingungen 


erarbeitet. 
Er gibt einen Heudekoktagar mit einem px-Wert von 6,4—6,8 an, nach folgender 
Zubereitung: 40 g trockenes Wiesenheu in 1200 cm? aqua dest. 2,5 Std lang kochen 
und abfiltrieren. Zu 500 cm? des Filtrates 15 g gewasserten und leicht ausgedriickten 
Agar geben. Das Gemisch | Std bei 2 ati autoklavieren und den fertigen Agar hei 
in Petrischalen ausgieBen. Als optimale Kulturtemperatur, gomesien an pon ge 
stigsten Sporangienbildung, stellt RernHaRD 21° C fest (Abb. 2); wir hielten daher 
die Kulturen stets bei 20—21° C. ; 
Die Plasmodien wurden, wie bereits erwahnt, durch stetes Abimpfen kleiner Teil- 
stiicke auf frische Platten vermehrt. Auf diese Weise wurden Klone herangezogen, 
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die in relativ kurzer Zeit aus einer Aussaat die fiir einen Versuch notwenige grobe 
Zahl von Plasmodien lieferten. Bei unserer Aussaatmethode entstand ein Klon stets 
aus mehreren zusammenflieBenden Plasmodieninitialen. Wir impften daher jeweils 
auf eine neu anzulegende Platte Teilstiicke von verschiedenen, gleichaltrigen Kultu- 
ren eines Klones, um einer zufalligen Entmischung der Komponenten, die durch das 
Auseinanderkriechen der Plasmodien denkbar ware, entgegenzuwirken. 

Wahrend der ganzen, der Vermehrung dienenden Vorkultur wurden die Didy- 
mien in einem temperaturkonstanten, dunklen Raum unter Pappstiirzen gehalten 
und nur zur Kontrolle und zum Uberimpfen fiir kurze Zeit ans Licht gebracht. 
Diese geringe Belichtung war unvermeidlich und nach Rerynarp fiir die von uns 
angestellten Versuche ohne Bedeutung. 

Die Klone konnten iiber lange Zeitriume vegetativ erhalten werden; in einem 
Falle 9 Monate ohne da die Plasmodien eine verminderte Lebenskraft gezeigt 
hatten. Wir haben jedoch spatestens nach 4—5 Monaten neue Sporen ausgesat, da 
die Klone im Alter Unterschiede im Farbstoffgehalt und in der Bereitschaft zur 
Sporangienbildung aufwiesen. 


b) Kultur der Plasmodien fiir die Hauptversuche 


Zur Vorbereitung eines Versuches wurden annahernd gleich grobe 
Plasmodienstiicke auf frische Platten iibergeimpft, und zwar je nach Art 
des Versuches auf Heuagar, Heuagar mit dariibergelegtem Cella-Filter 
oder auf besonders vorbereitete Cyanophyceenkulturen. Letztere waren 
von besonderer Bedeutung fiir die Lichtversuche und miissen daher ein- 
gehender behandelt werden: 

DaB der Nahrboden die Fruchtkorperbildung auch bei den Myxomy- 
ceten wesentlich beeinfluBt, die zu deren Ausbildung Licht ben6tigen, 
zeigte Camp (1937) fiir Physarum polycephalum und REINHARD (1952) fiir 
Didymium. Wir suchten daher einen Nahrboden, der fiir die Lichtver- 
suche besonders geeignet war. Von allen Medien, die wir fiir Didymium 
erprobten, eigneten sich am besten altere Cyanophyceenkulturen, beson- 
ders solche von Oscillatoria animalis. Um stark lichtempfindliche Plas- 
modien zu erhalten, lieBen wir diese einige Tage auf 2—3 Wochen alten 
Kulturen von Oscillatoria animalis wachsen. Diese Art der Versuchs- 
vorbereitung hatte folgende Vorteile: 

1. Wir erhielten ein standardisierbares Nihrmedium. 

Als Nahrboden fiir die Oscillatorien wurde ein anorganischer Agar nach der 
Vorschrift von Hersst (1953) verwendet. Zu 1 1 aqua dest. werden 0,5 g Ca(NOs,),, 
0,1 g K,HPO,, 0,1 g MgSO,, eine Spur FeCl, und 10 g¢ Merck-Agar (in dieser Reihen- 
folge) gegeben, 14 Std bei 2 atii autoklaviert und 1 | fertiger Agar heiB auf 25 Petri- 
schalen (9 em @) verteilt. Die erkalteten Platten wurden mit quadratischen Stiick- 
chen aus 14 Tage alten Kulturen von Osc. animalis beimpft und dann bei 1000 Lux 
Dauerlicht in einem temperaturkonstanten Raum bei 28° C gehalten. Nach 8 Tagen 
waren dann die Agarflichen dicht mit Oscillatorien tiberzogen. Nach weiteren 
6 Tagen wurden sie zur Vorbereitung der Lichtversuche verwendet. 


2. Die Wuchsform der Didymien war fiir die Belichtungsversuche giin- 
stiger als auf Heuagar. Ahnlich wie bei der von REmINHARD beschriebenen 
Mangelkultur wuchsen die Plasmodien nur langsam und strémten nicht 
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auseinander, wie das bei Heuagarkulturen der Fall ist. Dadurch wurde 
es moglich, etwa gleich groBe Plasmodien in die Belichtungsversuche zu 
bringen. 

3. Die Plasmodien wurden gegeniiber der Belichtung emp- 
findlicher als sie auf Heuagar waren, und die Sicherheit, mit der 
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Abb. 3. Lichtempfindlichkeit der Plasmodien auf verschiedenen Nahrmedien; obere Reihe auf 
Kulturen von Oscillatoria animalis, untere Reihe auf Heuagar 


sie Sporangien bildeten, wuchs. Das wird in der Abb. 3 deutlich, die fiir 
beide Kulturmethoden die Abhingigkeit der Sporangienbildung von ver- 
schiedenen Lampenlichtstarken zeigt. Man sieht, da die Empfindlich- 
keit gestiegen und die Streuung gesunken ist. 


4, Die Zeit, die ein Plasmodium zum wachsen bendtigte, bis es nach einer zehn- 
stiindigen Belichtung bei 500 Lux Lampenlicht Sporangien bildete, lie sich um 
einige Tage verkiirzen. Wahrend bei 
Heuagar 6—9 Tage notig waren, ge- 
nigten auf Cyanophyceenvorkultur 
4 Tage. 

5. Bei der Kultur auf Oscill.-Agar 
lieB sich schon vor Versuchsende er- 
kennen, ob ein Plasmodium Sporangien 
bildete oder nicht. Bereits gegen Ende 
der Belichtungszeit entstand um die 
Plasmodien, die sich nachher zu Spo- 
rangien umformten, ein heller Hof, 
indem sich die Oscillatorien auf eine 
Ringzone entfernten und sich auf dieser 
verdichteten. 

Die Ursache fiir das Auftreten eines 
solchen Ringes liegt in der chemotak- 
tischen Reaktion der Oscillatorien. agit ' 

Nach der ausfiihrlichen Arbeit von Abb. 4. Drei unreife Sporangien, um die die 
Ferecuner (1915) kénnen eine ganze Oscillatorien einen Hof gebildet haben 
Reihe von Stoffen, vor allem organische 
Sauren die Oscill. chemotaktisch beeinflussen. Hs kann daher iiber die Natur des 
Stoffes nichts gesagt werden. Wesentlich ist aber die Kenntnis, daB bei der Bildung 
der Sporangien Stoffwechselprodukte so reichlich aus dem Plasmaleib abgegeben 
werden, daB eine chemotaktische Wirkung auf die Oscill. ausgetibt wird. Weiterhin 
ist auch bemerkenswert, da8 nicht nur ein negativ chemotaktischer Reiz aut die Oscill. 
ausgeiibt wird, wie bei allen von FECHNER gepritften Substanzen, sondern offen- 
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sichtlich eine Einstellung auf ein Konzentrationsgefalle stattfindet. Nur so ist es 
zu erklaren, daB, wie in Abb. 4 zu ersehen ist, eine Zone dichter liegender Oscill. ein 
um die Sporangien liegendes, diinner besiedeltes Feld begrenzt und nach auBen hin 
wieder von einem Kranz geringerer Oscillatoriendichte umgeben wird. Bei 
kleineren, einzelstehenden Sporangien kam es vor, daB die Oscill. um das Sporangium 
herum unter die Aufsatzstelle des Stielchens zusammengezogen wurden. 


3. Die Lichtversuche 
a) Versuchsbedingungen 


Die Versuche wurden in Thermostaten, deren Decke entfernt und durch 
eine Glasplatte ersetzt war (Lichtthermostaten), bei 20,5°C -+- 0,5° durch- 
gefiihrt. Die Thermostaten wurden von oben mit Wolframlampen von 
Osram in verschiedenen Wattstairken sowie einer Quecksilberhochdruck- 
lampe HO 2000 von Philips beleuchtet. 


Um die Lichtverhaltnisse in allen Versuchen berechnen zu kénnen, wurde auf die 
Mitte der glasernen Thermostatendeckplatte ein Aluminiumrahmen mit den Ab- 
messungen 22 x 22 x 5 cm mit Vaseline aufgekittet, so das ein wasserdichter Trog 
entstand. Auf diesen Rahmen legten wir eine Glasplatte 23 x 20 cm so auf, daB auf 
einer Seite zwischen Rahmenkante und Glasrand 2 cm frei blieben und alle 4 Ecken 
der Scheibe genau 5 cm Abstand von der Thermostatendeckplatte hatten. Durch 
den Spalt wurde stindig Leitungswasser zugefiihrt, das iiber den offenen Teil des 
Rahmens wieder abflieBen konnte. Die Dicke der Glasscheibe war mit 3 mm so be- 
messen, da das iiberflieBende Wasser sie nicht iiberspiilen konnte. Damit war ein 
Infrarotfilter geschaffen, das gleichzeitig die warmsten Teile der Apparatur durch 
einen Kiihlwasserstrom vor Uberhitzung schiitzte. Unter die Deckplatte des Ther- 
mostaten wurde eine Blende eingeklemmt, die nach oben einen lichtdichten Ver- 
schluB bildete. Ihre einzige Offnung unterhalb der oben beschriebenen Cuvette dient 
gleichzeitig als Filterfassung fiir ein Farbglas. Die Lichtquelle war in einen innen 
wei emaillierten Reflektor eingeschraubt, der iiber dem Thermostaten nach allen 
Seiten beweglich aufgehingt war, und der iiber die Cuvette zentriert wurde. Es 
wurde darauf geachtet, daB die Entfernung Lichtquelle—Plasmodien méglichst bei 
allen Filtern (siehe unten) gleich war. Die notwendigen Variationen in der Beleuch- 
tungsstairke wurden durch Abblenden oberhalb des Wasserfilters erreicht. Zum Ab- 
blenden eigneten sich gut Geflechte verschiedener Dichte aus grauem, lichtdichtem 
Saran. 

Fiir jede Petrischale, die in einen Lichtversuch eingebracht wurde, bestimmten 
wir die Beleuchtungsstarke, mit der sie an dem aufgestellten Platz bestrahlt wurde. 
Die Beleuchtungsstarke wurde in der Regel mit einer Photozelle (Fa. Dr. B. Lange) 
ausgemessen. In Stichproben konnten wir die Messungen mit einer Thermosiule 
nach Mout (Fa. Kipp, Delft) unter geeigneten Bedingungen iiberpriifen. Die Plasmo- 
dien wurden teils 12 Std teils 16 Std lang belichtet. Durch gleichzeitige Benutzung 
mehrerer Lichtthermostaten war es méglich, alle Lichtversuche, die voll vergleich- 
bar sein muBten, an Klonen gleicher Herkunft und annahernd gleichen Alters 
durchzufiihren. 


Um die verschiedenen Lichtqualititen herzustellen, verwendeten wir 
Farbglaser der Firma Schott, Mainz; und zwar die Filter mit der Bezeich- 
nung: UG1 (violett), BG12 (blauviolett), BG18 (tiirkisfarben), VG9 
(gelbgriin), RG5 (rot) und UGS (schwarz). UG1 wurde in Verbindung 
mit der Quecksilberlampe, die anderen mit einer 500 W Wolframlampe 
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verwendet. Die Transparenz der Filter wurde im Bereich von 200 bis 
900 mu gegen Luft als Vergleich im Quarzspektrographen (Spektral- 
photometer der Firma Zeiss, Oberkochen) ausgemessen. 

Die genannten Farbgliser liefern kein monochromatisches Licht, son- 
dern isolieren aus der dargebotenen Lichtenergie breite Spektralbander. 
Ihre Verwendung hat daher nur dann Wert, wenn neben der Filter- 
transparenz die spektrale Emission der Lampe und die Absorption der 
Kihlcuvette beriicksichtigt wird. Aus dem Produkt aller Werte je Wellen- 
lange erhalt man die relative spektrale Lichtverteilungskurve jeder Ver- 


400 600 800 7000 mp 7200 


Abb. 5. Relative spektrale Lichtverteilung in den einzelnen Versuchsanordnungen; 
naihere Angaben im Text 


suchsanordnung. Diese bendtigt man, um Schliisse auf die Wirksamkeit 
der verschiedenen Lichtqualitaten ziehen zu konnen. In Abb. 5 sind die 
relativen spektralen Energieverteilungen in Kurven dargestellt. 

Fir das Filter RG5 (rot) wurden die Werte ab 900 my errechnet, 
wobei die Tabelle Jenaer Farb- und Filterglas der Schottwerke Mainz 
Verwendung fand. Da die Grenzen des Lichtbereiches durch die be- 
kannte Absorption der Cuvette mit einer 5 cm dicken Wasserschicht 
gegeben war, konnte die Berechnung unter Beriicksichtigung aller ab- 
sorbierenden und reflektierenden Teile der Versuchsanordnung ohne allzu- 
groBe Fehler durchgefiihrt werden. In Abb. 5 ergeben sich die GroBen- 
-verhaltnisse der Kurven zueinander (mit Ausnahme des Filters UG1) 
aus der spektralen Emission der verwendeten Wolframlampe, deren rela- 
tive Emission aus Angaben der Herstellerfirma bekannt war. Wir priiften 
diese Angaben im Bereich von 350—550 my im Spektralphotometer nach. 


b) Die Versuche mit verschiedenen Lichiqualitaten 


Sporangien wurden gebildet unter den Filtern UG1, BG12, BG18 und 
RG5; keine oder kaum unter UG8 und VG9. 

UGS8 ist ein Infrarotfilter, das nach den Angaben der Firma Schott bei 
775 mu mit 3% zu transmittieren beginnt und erst bei 1300 nm zu 99% 
durchlissig ist. Im Spektrographen gemessen erhielten wir den ersten 
Ausschlag bei 840 my. Da in diesem Bereich das sonst zur Lichtmessung 
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verwendete Luxmeter nicht mehr anspricht, wurde die Strahlungsinten- 
sitiit mit Hilfe einer Thermosiule auf die Energie des Rotlichtfilters RG5 
eingestellt. Dazu eichten wir zunichst die an der Galvanometerskala 
ablesbaren Thermostréme mit Skalenteilen des Luxmeters unter dem 
Filter RG5; danach stellten wir unter dem UG8-Filter die gleichen 
Galvanometerwerte ein, bei denen man im Rotlicht 100% Sporangien- 
bildung erwarten konnte. 


Von 31 Plasmodien, die bis zum doppelten Betrag der RG5-Licht- 
energie (800 Energieiiquivalente, siche Abb. 7) erhielten, konnte kein 
Ansatz zur Sporangienbildung festgestellt werden. Die Plasmodien ver- 
hielten sich im Infrarot genau so, als wiirden sie im Dunkeln gehalten. 


Plasmodien- 
Kontraktion 


10. @ 4 6 8100.2 4 6 1000 2000 
EA 


Abb. 6. Prozentsatz der Plasmodienkontraktion in Abhangigkeit von der Griinlichtintensitat. 
Abszisse: Energieiquivalente (siehe Abb. 7) 


Anders reagierten die Plasmodien unter dem gelbgriinen Filter VG@9. 
Zwar wurden auch in diesem Licht kaum Sporangien gebildet, aber es 
waren doch deutliche Lichtwirkungen zu erkennen. Die negativ photo- 
taktische Reaktion der Plasmodien — zu Anfang einer jeden Belichtung 
zu beobachten — war in diesem Licht besonders stark. Bei nicht zu 
hohen Lichtdosen fand man nach Versuchsende die Plasmodien hiufig 
am Boden der Petrischale zwischen Agar und Glas wieder. Eine forma- 
tive Wirkung auf die Plasmodien zeigte sich darin, da zum Teil ahnliche 
Plasmahiufchen entstanden, wie sie von iiberalterten Kulturen (REIN- 
HARD 1952) gebildet werden. Abb. 6 zeigt den Prozentsatz Plasma- 
haufchen in Beziehung zur Lichtintensitait gesetzt. Wenn es sich bei den 
Plasmazusammenballungen um das gleiche Phanomen handelt wie bei 
alten Kulturen, konnte man sagen, das das VG9-Licht auf die Plasmo- 
dien von Didymium ,,alternd’ wirkt. — SchlieBlich wirkte das Griin- 
licht, wenn auch aéuBerst selten, sporangienbildend. Von 320 untersuchten 
Plasmodien bildeten 2 ganz winzige Sporangien aus, die jedoch nicht reif 
wurden. 

Die Wirkung aller gepriiften Lichtqualitiiten auf die Sporangienbildung 
ist in Abb. 7 wiedergegeben. Um fiir die Beleuchtungsstiirke ein fiir alle 
Filter giiltiges Mafisystem. zu erhalten, wurde aus der Beziehung der 
spektralen Empfindlichkeit der Photozelle zu den in Abb. 5 dargestellten 
Filtertransparenzen Umrechnungsfaktoren errechnet, mit deren Hilfe 
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die Intensitaten jedes Filterlichtes in das gleiche Ma8system gebracht 
werden kénnen (vgl. hierzu NURNBERGK 1954). Die Faktoren sind fiir 


UG1 BG12 BG18 VG9 RG5 
3,06 1,67 1,22 1,09 41,1 


Fir UG8 kann kein Umrechnungswert angegeben werden, da unter 


seinem Licht das Luxmeter nicht ausschlagt. In der Abb. 7 sind nur 
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Abb. 7. Sporangienbildung in Abhingigkeit von Beleuchtungsstairke und Lichtqualitat. Ordinaten: 
Jeweils Prozent Sporangienbildung, Abszisse: Hnergiediiquivalente errechnet aus den optischen Daten, 
die sich aus der Versuchsanstellung ergeben. Spektralbereiche der einzelnen Filter siehe Abb. 5 


Energiediquivalente (EA) als MaBeinheiten angegeben. Aus ihnen kann 
man die Luxmeterskalenteile zuriickrechnen, indem man die Werte bei 
jedem Filter durch den entsprechenden Umrechnungsfaktor dividiert. 
Legt man die so gewonnenen HA einer Lichtwirkungsberechnung zu- 
grunde, dann findet man (vgl. Abb. 7), daB eine 50% ige Sporangienbil- 


dung unter Filter 
UGI1 BG12 BG18 VG9 RG5 UG8 


Lichtfarbe: violett blauviolett tiirkis gelbgriin rot  infrarot 
Zum erstenmal beietwa: 15 20 200 (nie) 150 (nie)EA 
erreicht wird. Um aus der Punkteschar Beziehungen zwischen Knergie- 


menge und Sporangienbildung bei den einzelnen Lichtqualitéten mit 
ax 
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Sicherheit aufzufinden, miissen die aus den Punkten hervorgehenden 
Kurvenbilder stets gleich sein. Da dies, wie Abb. 7 zeigt, nicht der Fall 
ist, kann eine Berechnung aquivalenter Energiemengen fiir die einzelnen 
Lichtqualitiiten nicht durchgefiihrt werden. Wie man sieht, ergeben sie 
fiir die Filter UGI1 (violett) und RG5 (rot) bei der logarithmischen 
Teilung der Abszisse Geraden, wihrend sie fiir die Filter BG 12 und BG18 
eine geschwungene Kurve bzw. nur ein breites Streufeld ergeben. SchlieB- 
lich wird beim VG9-Licht, das (siehe Abb. 5) nur einen Teil des BG18- 
Lichtes enthalt, 50°/, Sporangienbildung nicht mehr erreicht. Aus diesen 
Tatsachen kann geschlossen werden, daB das fiir die Sporangienbildung 
verantwortliche, lichtabsorbierende System von einem zweiten tiber- 
lagert wird, welches die absorbierte Lichtenergie in Stoffwechselprozesse 
hineinsteckt, die der Sporangienbildung entgegenwirken. Dies ,,hem- 
mende“, lichtabsorbierende System miiBte dann vor allem das Griinlicht 
ausbeuten. Um unsere Vermutung zu priifen, haben wir Plasmodien 
gleichzeitig mit verschiedenen Lichtfarben bestrahlt. 


c) Die Mischlichtversuche 


Fiir unsere Versuchsanstellung gingen wir von folgender Uberlegung 
aus: Wiirden wir zu einer ausreichenden Dosis roten Lichtes (wihrend 
12 Std 10—12 Skalenteile, entsprechend 400 EA, RG5-Licht) noch zu- 
sitzlich griines Licht geben, dann konnten bei einer geeigneten Dosierung 
des Griinlichtes entweder genau so Sporangien gebildet werden, wie bei 
reinem RG5-Licht, oder aber die Sporangienbildung konnte weitgehend 
unterdriickt werden. Das erstere lieBe auf Unwirksamkeit, das letztere 
auf eine hemmende Wirkung des Griinlichtes schlieBen. Aus dieser Uber- 
legung heraus planten wir folgenden Versuch: 


Ly Re 
Dunkelkultur 10—12 Skalenteile 
Rotlicht (RG5-Filter) 
2} 4. 
80—100 Skalenteile 10—12 Skalenteile 
Griinlicht (VG9-Filter) Rotlicht und 80—100 


Skalenteile Griinlicht 


Der Versuch wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt. Mit 
Hilfe einer besonderen Anordnung, die in Abb. 8 dargestellt ist, wurde in 
einem Thermostaten ein Quadrat ausgeleuchtet, in das 4 Petrischalen 
untergebracht werden konnten. In der Mitte des Lichtfeldes wurden mit 
einem Luxmeter 12 Skalenteile Rotlicht und 100 Grinlicht gemessen, 
an den Riindern 10 Skalenteile rot und 80 Skalenteile griin. Als Licht- 
quellen wurden fiir jedes Filter eine 100 W Osram-Wolframlampe ver- 
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wendet. Die Plasmodien wurden 4 Tage nach dem Umimpfen auf Cyano- 
phyceenkulturen dem Licht ausgesetzt. Die Versuchstemperatur betrug 
21° C; es wurde 12 Std lang belichtet. Jede Belichtungsart wurde 6mal 
mit je 4 Schalen wiederholt. Sporangien wurden erzielt: 


In Versuch. .. . 1 2 3 4 5 6 

Im Dunkeln. . . keine 

Im Griinlicht auf . Schalen 
Im Rotlichtauf . 4 4 3 4 3 4 _ 
Im Mischlicht auf. — — 1 — 1 — 


9? 


Diese Art der Versuchsanstellung ist einer statistischen Bearbeitung 
zugénglich. Mit der 2 x 2-Zufallsverteilung sowie der Varianzanalyse sind 
die Ergebnisse bei Rotlicht und Mischlicht mit einem p-Wert kleiner als 
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Abb. 8. Versuchsanordnung fiir die Mischlichtversuche 


0,001 gesichert verschieden. Es darf daher aus dem Ergebnis geschlossen 
werden, da Griinlicht hemmt. 

Um das Ergebnis zu iiberpriifen, wurde ein weiterer Mischlichtversuch 
mit einem neuen Klon durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen waren im 
allgemeinen die gleichen wie im vorangegangenen Versuch, nur wurden 
zur Belichtung 200 W-Lampen verwendet, so dais eine gréBere Flaiche im 


_ Tabelle 1. Prozentsatz der Sporangienbildung in Abhdngigkeit von der Lichtkombination 
nm Anzahl der in den Versuch eingegangenen Kulturen 
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Thermostaten mit niitzlichen Beleuchtungsstiirken bestrahlt werden 
konnte. Die Lampen wurden iiber jedem Filter so eingestellt, daB die 
beiden beleuchteten Flichen sich nicht genau deckten. Dadurch konnten 
verschiedene rot-griin-Verhiltnisse erreicht werden, die fiir jede Petri- 
schale bestimmt wurden. Das Ergebnis des Versuches ist in Tab. 1 zu- 
sammengestellt. Wiederum sieht man deutlich eine hemmende Wirkung 
des Griinlichtes. Die Tabelle zeigt eine zunehmende Tendenz der Sporan- 
gienbildung mit ansteigender Rotlichtintensitat, und auf den einzelnen 
Rotlichtklassen abnehmende Bereitschaft zur Sporangienbildung mit 
hdher werdenden Griinlichtgaben. 


Diskussion 


Die eingangs gestellte Frage nach der Wirkung des Griinlichtes ist 
durch die Versuche geklart worden. Mit der Tatsache, daB Griinlicht 


: ' 
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Abb. 9. Die Absorption von 4 verschiedenen, aus Didymium extrahierten und elektrophoretisch 
getrennten Farbstoffen nach LInTH (1954); a violetter Farbstoff, 6 rotbrauner Farbstoff, beide 
kathodisch wandernd, c gelber Farbstoff, anodisch wandernd, d gelber Farbstoff, der an der 

Aufsatzstelle sitzen bleibt 


hemmt, ist gleichzeitig sichergestellt, da& Didymium iiber mindestens 
2 lichtabsorbierende Systeme verfiigt. 

Halten wir an der Vorstellung von Gray fest, daB die Myxomyceten- 
pigmente fiir die Lichtabsorption verantwortlich sind, dann mu8 man 
annehmen, dafs von den friiher gefundenen und unterschiedenen Pigmen- 
ten (LiETH, 1954) eines die Sporangienbildung férdert und ein anderes 
entgegengesetzt wirkt. Auf Grund der Absorptionsspektren ist es nur 
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logisch anzunehmen, daB einer der im Griin absorbierenden, kathodisch 
wandernden Farbstoffe die Sporangienbildung hemmt. Wenn man dazu 
noch annimmt, daf einer der gelben Farbstoffe das Licht fiir die Sporan- 
gienbildung ausnutzt, dann erhalt man eine Arbeitshypothese, die des- 
wegen wert ist, aufgestellt zu werden, weil sie nachpriifbare Aussagen 
macht. Wenn wir die in Abb. 9 dargestellten Pigmentabsorptionskurven 
betrachten, dann sehen wir, daf ab 600 my das rote und violette Pigment 
ihren ersten Absorptionsmaxima zustreben, wihrend die Absorption der 
beiden gelben Pigmente erst sanft ansteigt. Diese Higenschaft der beiden 
Pigmentgruppen bietet die Méglichkeit fiir einen Mischlichtversuch, 
indem man zu einer bestimmten Dosis Rotlicht aquivalente Lichtmengen 
eng begrenzter Wellenlingenbereiche zwischen 540 und 620 my als Zu- 
satzlicht gibt. Wenn die aufgestellte Arbeitshypothese richtig ist, dann 
mu8 das Licht um 550 my stiirker die Sporangienbildung hemmen als 
Licht gegen 600 mu. 


Zusammenfassung 


Versuche tiber die Wirkung verschiedener Lichtqualitaten (Farbglaser 
von Schott, Mainz) auf die Sporangienbildung bei Didymium eunigripes 
ergaben Sporangienbildung mit den Filtern UG1, BG 12, BG18 und RG5, 
dagegen keine oder kaum mit den Filtern VG9 und UGS8. Das bedeutet, 
daB mit allen Lichtqualitaten die Sporangienbildung induziert werden 
kann, mit Ausnahme von griinem Licht und Infrarot. 

Eine besondere Methode wird beschrieben, um den Lichtwirkungstest 
sicher und méglichst empfindlich zu gestalten. — Die Plasmodien wurden 
4 Tage, bevor sie belichtet werden sollten, auf iltere, standardisierte 
Kulturen von Oscillatoria animalis iibergeimpft. 

Zur Untersuchung, ob Griinlicht unwirksam ist oder die Sporangien- 
bildung hemmt, wurden Mischlichtversuche angestellt, bei denen zu einer 
Dosis Rotlicht, die fiir eine 100°, ige Sporangienbildung ausreichend war, 
abgestufte Mengen Griinlichtes gegeben wurden. Hs zeigte sich, dal der 
Prozentsatz Plasmodien, die zur Sporangienbildung kamen, mit steigen- 
den Griinlichtgaben geringer wurde. Griinlicht wirkt der fordernden Be- 
strahlung mit anderen Lichtarten also entgegen. 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit mu8 dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus, 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklirung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, da er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf. 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 


Das Manuskript mu8 leicht leserlich geschrieben und vdllig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschrinken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgré6Be erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 

Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 

Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


GrundriB der Mikrobiologie 


Von Dr. August Rippel-Baldes, o. Professor an der Universitat Gottingen. Dritte 
Auflage. Mit 160 Abbildungen. VI, 418 Seiten Gr.-8°. 1955 Ganzleinen DM 45.— 


Inhaltsiibersicht: Allgemeines: Umgrenzung des Gebietes. Geschichtliches. Kultur- 
und Erkennungsverfahren. — Der Bau der Zelle: Form und GréBe der Zelle. Bau der 
Zelle und des Zellverbandes. Entwicklung der Zelle und des Zellverbandes. Systema- 
tische Ubersicht. — Baustoffwechsel: Allgemeines. Mineralstoffe. Kohlenstoff. Stick- 
stoffernahrung. Organische Wirkstoffe. Allgemeine auBere Bedingungen. Ertragsgesetz. 
Férderung durch stoffwechselfremde Stoffe. Nahrung und Gift. Gifte und Desinfektion. — 
Betriebsstoffwechsel: Allgemeines. Enzyme. Sauerstoff- und Wasserstoffaktivierung. 
Aerobe Atmung. Anaerobe Atmung. Abbau der Stickstoffverbindungen. — Abbau und 
Synthese. — Die Stellung der Mikroorganismen in der Natur: Aligemeines iiber Zahl und 
Vorkommen. Verbreitung der Mikroorganismen. Zusammenleben der Organismen: Kreis- 
lauf der Stoffe. Metabiose und Teilkreisliufe. Epiphytismus und Symbiose. Mikroorga- 
nismen undMensch. Der Parasitismus. Riickblick auf Symbiose und Parasitismus. — 


Hinweise auf zusammenfassende Literatur. — Sachverzeichnis. 
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Ergebnisse | es : 
der Anatomie und Entwicklungsgeschichte 


Herausgegeben von Professor Dr. Curt Elze, Miinchen, und Professor Dr. Ernst 
Scharrer, Albert-Einstein-College of Medicine, New York, N.Y., USA. a 


FinfunddreiBigster Band. Mit einem deutschen Vorwort von Professor Elze und — 
einem englischen von Professor Scharrer. Mit 183 Abbildungen. 
VI, 548 Seiten Gr.-8°. 1956. DM 148,— 


Inhaltsiitbersicht: Microscopic observations of the circulating blood in the bulbar 
conjunctiva in man in health and disease. By Professor Dr. E. H. Bloch, Western Re- 
serve University, Cleveland, Ohio, USA. — Der Eierstock der Siiugetiere und die Phylo- 
genese. Von Professor Dr. V. Patzelt, Universitat Wien. — Die Friihphase der mensch- 
lichen Embryonalentwicklung und ihre Bedeutung fiir die Beurteilung der Siugeronto- — 
genese. Von Professor Dr. D. Starck, Universitat Frankfurt a. M. — Rat mesoappen- 
dix procedure for bioassay of humoral substances acting on peripheral blood vessels. By 
Dr. B. W. Zweifach and Dr. D. B. Metz, New York University, New York, N.Y., USA.— 
The intercellular components of connective tissue: Origin, structure and interrelationship _ 
of fibers and ground substance. By Professor Dr. F. Wassermann. Argonne National 
Laboratory, Lemont, Ill., USA. — Die historische Entwicklung des Begriffes Phagocytose. 
Von Dr. Dr. R. Herrlinger, Universitat Wiirzburg. — Cephalometric study of the — 
human face from serial roentgenograms. By R. S. Nanda, B. D. S., Ph. D., University — 
of Colorado, Denver, Col., USA. — Morphologie der segmentierten Nervenfaser. Von 
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und Sachverzeichnis. 


Vor fast 50 Jahren haben Professor Franz Keibel von der Universitat Freiburg in H 
Baden und Professor Franklin P. Mall von der Johns Hopkins Medical School deutsche : 
und amerikanische Anatomen zu gemeinsamer Arbeit an dem Handbuch der Entwick- 
lungsgeschichte des Menschen vereinigt. Als alter Schiiler von Professor Keibel habe 
ich daher den BeschluB der American Association of Anatomists, in den ,»,Hrgebnissen — 
der Anatomie“ mit den deutschen Anatomen zusammenzuarbeiten, lebhaft begriiBt als 
Wiederaufnahme des fruchtbaren Austausches der beiderseitigen Forschungsergebnisse. 


Die Anatomie erleidet das gleiche Schicksal wie andere Wissenschaften: die Einzel- — 
untersuchungen fiihren immer weiter von der gemeinsamen Basis weg und verlieren : 
mehr und mehr den Zusammenhang miteinander und mit gemeinsamen Grundgedanken. 
Die ideale Aufgabe der ,,Ergebnisse“ ist es, das einigende Band zwischen den Kinzel- 
zweigen der Anatomie zu bilden, die sich schon weitgehend auseinanderentwickelt haben. 
Sie werden versuchen, diese Aufgabe zu erfiillen, indem sie zusammenfassende Berichte 
monographischen Charakters iiber spezielle Fragen und Ubersichtsreferate iiber groBere 
Gebiete der internationalen Literatur vorlegen. Es ist jeder Beitrag willkommen, welcher ; 
nicht Einzeluntersuchung ist, sondern Uberblick iiber Einzeluntersuchungen, welcher 
Kinzelergebnisse zusammenfaBt und mit Ergebnissen anderer Gebiete in Zusammen- 3 


logie die Grundlage aller Biologie und Medizin. Leben ist immer und unter allen Um- 
staénden an Form, an Gestalt gebunden. Die Gesichtspunkte, unter denen diese Gestalten 
betrachtet werden, kénnen sich andern, und wir Anatomen waren schlechte Biologen, 


wenn wir auf bestimmten Betrachtungsweisen starr beharren wollten, statt sie standig 
in lebendigem FluB zu halten. 


hang bringt. 
Trotz aller immer wiederkehrenden gegenteiligen Behauptungen bleibt die Morpho- 


Curt Elze, Miinchen. 
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